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1 Einleitung und Aufgabenstellung 
Bindungsstudien spielen nicht nur für die Arzneimittelforschung und -
entwicklung eine dauerhaft wichtige Rolle, sondern sie werden auch in der 
Arzneistoffanalytik immer häufiger eingesetzt. 
Es stehen zahlreiche Techniken zur Durchführung von Bindungsstudien zur 
Verfügung. Zu den wichtigsten analytischen Methoden gehören hierbei 
kapillarelektrophoretische Methoden, die zahlreiche Vorteile mit sich bringen, zu 
denen geringer technischer Aufwand, schnelle und einfache 
Probenvorbereitung, kurze Analysezeiten und Einsatz kleiner Probenvolumina 
zu zählen sind.  
Eine wichtige kapillarelektrophoretische Methode, die speziell für 
Bindungsstudien eingesetzt wird, stellt die Affinitätskapillarelektrophorese 
(ACE) dar. In dem sogenannten „Mobility Shift“ Modus der 
Affinitätskapillarelektrophorese werden die Änderungen von Analyt- 
Migrationszeiten nach der Interaktion mit Liganden zur Berechnung der 
Interaktionsstärke herangezogen.  
Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, mittels ACE Wechselwirkungsstudien 
von ausgewählten Proteinen mit Heparinoiden durchzuführen. 
Heparinoide sind Arzneistoffe, die vor allem wegen ihrer antikoagulativen 
Wirkung eingesetzt werden. Wie die Bezeichnung Heparinoid ausdrückt, 
bezeichnet man hiermit alle Arzneistoffe, die eine heparin-ähnliche Struktur und 
Wirkung aufweisen. Abhängig von der Länge der Polysaccharidkette und der 
Verknüpfungsstelle der Saccharidmoleküle greifen die Heparioide an 
verschiedenen Stellen der Koagulationskaskade ein.  
Eine wichtige Substanz dieser Arzneistoffgruppe, bei der noch ein hoher  
Forschungsbedarf vorhanden ist, stellt Pentosan Polysulfat Natrium (oder 
abgekürzt PPS) dar. Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass PPS nicht nur eine 
antikoagulative Wirkung besitzt, sondern auch vielseitige andere 
pharmakologische Wirkungen zeigt. 
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Einen Schwerpunkt dieser Arbeit sollten ACE-Bindungsstudien bilden, bei 
denen  das Interaktionspotential von PPS mit bestimmten Proteinen im 
Interesse des Kooperationspartners bene pharmaChem, im Vergleich zu den 
anderen Heparinoiden untersucht werden sollte. Darüber hinaus wurden zum 
Teil die gewonnenen experimentellen Ergebnisse durch computerchemische 
Modellrechnungen auch theoretisch begründbar gemacht. 
Einen weiteren Aspekt dieser Arbeit sollte die Untersuchung von 
Wechselwirkungen eines speziellen, synthetisch hergestellten, ERK 1-Peptids 
mit ausgewählten Metallionen darstellen. Dabei sollte aufbauend auf einer 
Vorarbeit festgestellt werden, welchen Einfluss die Phosphorylierung des ERK 
1-Peptids auf die Wechselwirkungen mit Metallionen hat, da Bindungsstudien 
von Proteinen mit Metallionen besonderes im Hinblick auf die 
Entzündungskaskade (Beispiel: Nickel-Allergie) generell vom großen Interesse 
sind. Die erzielten Ergebnisse, die unter einer Optimierung der verwendeten 
Methode durchgeführt worden sind, sollten im Anschluss mit den Ergebnissen 
aus der Vorarbeit verglichen werden. 
Darüber hinaus sollte im Rahmen dieser Arbeit zusätzlich noch untersucht 
werden, wie sich der Einsatz von sehr kleinen Probenvolumina bei 
kommerziellen Elektrophoresegeräten verwirklichen lässt, damit bei den 
Bindungsstudien, die mit kostenintensiven und wertvollen Analyten durchgeführt 
werden sollten (Beispiel: biomolekulare Proben), möglichst kleine 
Probenvolumina eingesetzt werden können.       
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2 Einführung   
2.1 Grundlagen der Kapillarelektrophorese / 
Kapillarzonenelektrophorese (CZE) 
Die Kapillarelektrophorese (CE) konnte sich seit ihrer Einführung Anfang der 
1980er Jahre als eine sehr wichtige Variante der Elektrophorese durchsetzen. 
Schnelle Trennungen mit hoher Trennleistung sowie Einsatz sehr kleiner 
Probenvolumina zählen unter anderem zu den Vorteilen dieser Methode. Unter 
dem Begriff CE werden sowohl elektrochromatographische Methoden, als auch 
elektrophoretische Methoden zusammengefasst. Die 
Kapillarzonenelektrophorese gehört zu den elektrophoretischen Methoden, 
deren Trennprinzip auf der unterschiedlichen Mobilität und damit dem 
unterschiedlichen Migrationsverhalten der Analyten in einem elektrischen Feld 
entlang einer Kapillare beruht [1,2].     
2.1.1 Theoretische Grundlagen  
Wenn über eine Kapillare, die eine Länge L aufweist, eine Spannung U 
angelegt wird, so wird ein elektrisches Feld E erzeugt, das sich nach der Formel 
2-1 berechnen lässt [1,2]. 
𝐸 = 𝑈
𝐿
 
(2-1) 
 
E:  Elektrische Feldstärke [V.m-1] 
L: Länge der Kapillare [m] 
U: Elektrische Spannung [V] 
   
Dieses elektrische Feld übt auf Ionen oder andere geladene Teilchen eine Kraft 
aus, die durch die Formel 2-2 zu berechnen ist [1,2].  
𝐹𝐸 = 𝑧𝑖 . 𝑒0.𝐸 (2-2) 
 
FE:  Elektrische Kraft [N] 
E: Elektrische Feldstärke [V.m-1] 
e0: Elementarladung [1,602.10-19 A.s] 
 zi: Anzahl der Ladung pro Teilchen i  
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Bei der Elektrophorese bewegen sich die Ionen in einem viskosen Medium. Mit 
steigender Geschwindigkeit erfahren die Ionen eine zunehmende Reibungskraft 
FR, so dass sich nach kurzer Zeit eine konstante Migrationsgeschwindigkeit Vi 
einstellt. Für annähernd sphärische Teilchen kann die Reibungskraft über die 
Stokes‘sche Gleichung formuliert und die resultierende Geschwindigkeit nach 
der Formel 2-3 berechnet werden [1,2]. 
𝑉𝑖 = 𝑧. 𝑒0.𝐸6.𝜋. 𝜂. 𝑟𝑖 =  𝜇𝑎𝑏𝑠.𝐸 (2-3)  
Vi:  Migrationsgeschwindigkeit des Ions i [m.s-1] 
e0: Elementarladung [1,602.10-19 A.s]  
zi: Anzahl der Ladung pro Teilchen i  
ri: Stokesscher Radius eines Ions i [m]  
η: Viskosität der Elektrolytlösung [Pa.s] 
 
E: Elektrische Feldstärke [V.m-1] 
  
Bei dieser Formel stellt µabs die absolute Mobilität dar, die die 
Migrationsgeschwindigkeit mit der elektrischen Feldstärke verknüpft [1,2].  
Die Kieselgel-Kapillaren (fused silica), die normalerweise in der CE eingesetzt 
werden besitzen an ihrer Oberfläche Silanolgruppen mit einem pKa-Wert von 
ungefähr 2. Bei vielen üblichen kapillarelektrophoretischen Methoden, die mit 
Puffersystemen mit pH-Werten > 2 arbeiten, sind diese Silanolgruppen fast 
vollständig dissoziiert, sodass eine negative Oberflächenladung erzeugt wird. 
Die entgegengesetzt geladenen Ionen aus der Elektrolytlösung lagern sich nun 
an dieser Oberfläche an und bauen eine Schicht aus positiv geladenen Teilchen 
auf. Daraus ergibt sich die Bildung eines Potentialgefälles von der Kapillarwand 
über die Grenzschicht bis zum freien Elektrolyten. Das Modell von Stern 
charakterisiert diese Grenzschichten folgendermaßen: Die adsorbierte Schicht 
von (positiv geladenen) Gegenionen, die auch Helmholtz-Schicht genannt wird, 
weist einen linearen Potentialabfall auf und steht im Gleichgewicht mit der 
diffusen Schicht (Gouy-Chapman-Schicht), deren Potential exponentiell mit dem 
Abstand abnimmt. Da die Helmholtz-Schicht relativ fest an der Kapillarwand 
gebunden wird, ist das Potentialgefälle über die Gouy-Chapman-Schicht 
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entscheidend für das Verhalten des Elektrolyten in einer Kapillare und wird als 
ζ-Potential bezeichnet [1,2] (siehe Abbildung 2-1). 
 
2-1 Schematische Darstellung des Potentialgefälles an einer Quarzglaskapillarwand. Quelle: Eigene 
Darstellung in Anlehnung an [1,2]. 
Wird ein elektrisches Feld entlang der Kapillare angelegt, so bewegt sich die 
Gouy-Chapman-Schicht aufgrund des entsprechenden Überschusses an 
positiven Partialladungen in der mobilen Phase in Richtung der Kathode. Die 
Kraft wirkt auf die mobile Phase auf der gesamten Kapillarlänge und erzeugt ein 
Strömungsprofil, das einer idealen Kolbenströmung entspricht und 
elektroosmotischer Fluss genannt wird. Die Impulsübertragung von den 
beschleunigten Ionen auf die mobile Phase erfolgt dabei in Abhängigkeit von 
der Viskosität des Elektrolyten über die Solvathüllen. Der elektroosmotische 
Fluss (EOF) bietet somit die Möglichkeit des Stofftransportes in 
elektrophoretischen Methoden. In der Praxis wird die Geschwindigkeit des EOF 
dadurch bestimmt, dass neutrale Marker-Substanzen zugegeben werden, die 
keine Eigenmobilität im elektrischen Feld aufweisen und daher mit dem EOF 
durch die Kapillare wandern. Die Kontrolle des EOF spielt für viele 
Trennaufgaben in der CE eine entscheidende Rolle [1,2].   
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2.1.2 Instrumenteller Aufbau 
Eine Kapillarelektrophorese-Anlage zeichnet sich gegenüber anderen 
analytischen Systemen durch eine verhältnismäßig geringe technische 
Komplexität und ein Minimum an mechanisch bewegten Komponenten aus. Sie 
besteht üblicherweise aus zwei Elektrolytgefäßen mit Elektroden, die über eine 
Quarzglaskapillare miteinander verbunden sind, einer regelbaren 
Hochspannungsquelle (-30 bis +30 kV), einem Detektor und einer 
Auswerteeinheit mit Datenspeicher. Die Quarzglaskapillaren sind mit einer 
Polyimidschicht versehen, die zur optischen Detektion am Detektionsfenster 
entfernt wird. Je nach der verwendeten Methode sind Längen zwischen 10 und 
100 cm und Innendurchmesser zwischen 50 und 100 μM im Gebrauch. Die 
Probenaufgabe erfolgt entweder hydrostatisch durch Anheben/Absenken eines 
Elektrolytgefäßes, hydrodynamisch durch Druck, oder elektrokinetisch durch 
Anlegen einer Hochspannung [1,2]. In der Abbildung 2-2 ist eine CE-Anlage 
schematisch dargestellt.  
 
2-2 Schematische Darstellung des Aufbaus eines CE-Gerätes. Probeneinlassseite (Inlet), 
Probenauslassseite (Outlet). Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an [1,2].   
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2.2 Affinitätskapillarelektrophorese (ACE) 
2.2.1 Mobility Shift Affinitätskapillarelektrophorese 
Die Mobility Shift Affinitätskapillarelektrophorese ist eine 
kapillarelektrophoretische Methode, bei der die Mobilitätsveränderungen der 
Analyten nach der erfolgten Wechselwirkung mit den Liganden gemessen und 
ausgewertet werden. Je stärker die untersuchten Analyten mit den Liganden 
interagieren, desto stärker ausgeprägt wird die Mobilitätsveränderung der 
Analyten sein [3,4].   
2.2.2 Datenauswertung der Protein-Ligand-Wechselwirkungen  
Der einzige Parameter, der zur Berechnung der Wechselwirkungen zwischen 
den Liganden und Proteinen in der Mobility Shift Affinitätskapillarelektrophorese 
verwendet wird, ist die Migrationszeit der Protein-Ligand-Komplexe. Durch die 
Wechselwirkung der Proteine mit den Liganden ändert sich die Gesamtladung 
der Proteine, und demzufolge verändert sich die Migrationszeit des 
untersuchten Proteins [3,4] (siehe Abbildung 2-3).  
In dieser Arbeit erfolgte die Berechnung der Interaktionsstärke folgendermaßen: 
Zuerst wurde die normalisierte Migrationszeit des Proteins unter Verwendung 
des Verhältnisses der Protein-Migrationszeit (tprot) und der EOF-Marker 
Migrationszeit (tEOF) bestimmt [3,4] (siehe Formel 2-4). 
𝑅 =  𝑡𝐸𝑂𝐹
𝑡𝑝𝑟𝑜𝑡
 
(2-4) 
 
R:  Mobilitätsquotient 
tEOF: Migrationszeit vom EOF-Marker [min] 
tprot: Migrationszeit des Proteins [min] 
  
Anschließend wurde die Differenz zwischen den Verhältnissen (R-Werte) des 
reinen Tris Puffers und des Liganden-haltigen Puffers auf den reinen Tris-Puffer 
normiert [3,4] (siehe Formel 2-5).  
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∆𝑅
𝑅𝑓
= 𝑅𝑖 − 𝑅𝑓
𝑅𝑓
 
(2-5) 
 
∆R:  Differenz der Mobilitätsquotienten 
Ri: Mobilitätsquotient in Gegenwart einer Ligandenkonzentration 
Rf: Mobilitätsquotient im puren Laufpuffer 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
In dieser Formel ist Rf das Mobilitätsverhältnis der Migrationszeit des EOF-
Markers (teof) und des Proteins (tprot) ohne Zugabe eines Liganden. Ri ist das 
Mobilitätsverhältnis in Gegenwart einer definierten Ligandenkonzentration. Das 
Ergebnis der Gleichung ΔR/Rf gibt die Gesamtladung des Komplexes durch 
sein Vorzeichen und seinen absoluten Wert an. Hat zum Beispiel der Wert ein 
negatives Vorzeichen, ist die Gesamtladung negativ. Ist der Absolutwert hoch, 
so ist der Komplex hoch geladen. Die Konfidenzintervalle für die Ergebnisse 
wurden nach der Formel 2-6 berechnet [3,4].  
𝑐𝑛𝑓 �
𝑅𝑖 − 𝑅𝑓
𝑅𝑓
� = 𝑅𝑖 − 𝑅𝑓
𝑅𝑓
 ± 𝑡∝ 2⁄ ,𝑛1+𝑛2−2 ∗ 𝜎𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 ∗ � 2𝑛1 + 𝑛2
𝑅𝑓
 
    (2-6) 
 
cnf((Ri-Rf)/Rf):  Konfidenzintervall der Differenz der Mobilitätsquotienten 
   tα/2,n1+n2-2: Student-t-Verteilung  
α: Irrtumswahrscheinlichkeit 
n1: Stichprobenumfang einer Versuchsserie (1) 
n2: Stichprobenumfang einer Versuchsserie (2) 
σtotal: totale Standardabweichung 
  
Diese Art der Interaktionsberechnung hat sich im Arbeitskreis durch mehrere 
Doktoranden etabliert und präzise Ergebnisse geliefert [3,4].  
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2-3 Darstellung der Mobility Shift Affinitätskapillarelektrophorese. Schwarz: Proteinpeak ohne Zusatz von 
Liganden; Rot: Proteinpeak nach der Interaktion mit bestimmten Liganden.    
2.3 Wechselwirkungsuntersuchung verschiedener Liganden 
mittels ACE 
2.3.1 Metallionen 
Die Tatsache, dass Metallionen in lebenden Organismen eine wichtige Rolle 
spielen, ist nach dem heutigen Stand des Wissens kaum zu übersehen. Viele 
Metallionen sind wichtige Bestandteile zahlreicher Enzyme. Viele Metallionen 
sind außerdem für den Mineralhaushalt und die pH-Einstellung im lebenden 
Organismus essentiell. Metallionen können allerdings toxisch für den Körper 
sein und schädliche Auswirkungen auf verschieden Proteine und Enzyme im 
Körper aufweisen. Dies gilt zum Beispiel für viele Schwermetalle [5].  
In dieser Arbeit wurden die sechs Metallionen Ba2+, Ca2+, Mg2+, Mn2+, Cu2+ und 
Ni2+ ausgewählt und auf ihre Wechselwirkungen mit ausgewählten Peptiden 
untersucht.      
2.3.2 Heparinoide als Arzneistoffe 
2.3.2.1 Heparin 
Heparin ist ein endogenes Glycosaminoglycan, das eine hemmende Wirkung 
auf die Koagulationskaskade hat. Heparinmoleküle bestehen aus 
unverzweigten Ketten von sulfatierten Sacchariden, die hauptsächlich 
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Glucosamin, Glucuron- und Iduronsäuren enthalten (siehe Abbildung 2-4). Das 
mittlere Molekulargewicht von Heparin beträgt 16000 Da. Aufgrund der großen 
Anzahl an Carboxyl- und Sulfatgruppen im Heparinmolekül ist Heparin unter 
physiologischen Bedingungen stark negativ geladen und bildet dann Komplexe 
mit basischen Proteinen, zum Beispiel mit seinem Antagonist Protamin [6]. 
 
2-4 Struktur von Heparin. Quelle: Eigene Darstellung.  
2.3.2.2 Enoxaparin-Natrium 
Enoxaparin-Natrium gehört zu den niedermolekularen Heparinoiden, d.h. es hat 
die gleichen Strukturelemente wie Standard-Heparin, jedoch hat es ein 
niedrigeres mittleres Molekulargewicht (4500 Da) als Heparin. Die 
Polysaccharidketten sind Blöcke aus Glucosamin und Uronsäure, die 
glykosidisch verknüpft sind. Die Ketten bestehen aus 4 bis 24 Monomeren. 
Enoxaparin-Natrium hemmt einen wichtigen Gerinnungsfaktor, nämlich Faktor 
Xa [6]. 
2.3.2.3 Fondaparinux 
Das antithrombotisch wirksame Pentasaccharid Fondaparinux (ca. 1700 Da) ist 
ein synthetisch hergestellter, selektiver Hemmer des Gerinnungsfaktors (Xa). 
Chemisch gesehen besteht Fondaparinux aus den pharmakophorischen fünf 
Saccharid-Einheiten im Heparinmolekül, die für genau diese Hemmung des 
Gerinnungsfaktors Xa verantwortlich sind. Fondaparinux trägt jedoch eine 
Sulfatgruppe (an der ersten Saccharid-Einheit) mehr. Im Gegensatz zu Heparin 
hat Fondaparinux keine pharmakologische Wirkung auf Thrombin [6].  
2.3.2.4 Natrium-Pentosanpolysulfat (PPS) 
Pentosanpolysulfat ([(2R,3R,4S,5R)-2-Hydroxy-5-[(2S,3R,4S,5R)-5-hydroxy-
3,4-disulfooxyoxan-2-yl]oxy-3-sulfooxyoxan-4-yl]-hydrogensulfat, Natrium) [7] ist 
ein hochsulfatiertes halbsynthetisches polyanionisches Mukopolysaccharid mit 
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einer heparin-ähnlichen Molekülstruktur [8–10] (siehe Abbildung 2-5). Sein 
Molekulargewicht beträgt ca. 5000 Da [10–12]. Pentosanpolysulfat (PPS) hat 
für seinen anionischen Charakter mehr ionisierbare Gruppen pro 
Monomereinheit als Heparin [13]. Das Polysaccharid-Grundgerüst von PPS 
wird aus dem Holz von Buchenbäumen (Fagus sylvatica) [14] extrahiert und 
dann mit einem Sulfatierungsmittel, z.B. Chlorsulfonsäure behandelt damit die 
Polysaccharid-OH Gruppen verestert werden [9,12]. Danach wird 
Pentosanpolysulfat mit Natriumhydroxid verarbeitet, um ein Natriumsalz zu 
gewinnen [10,12]. PPS besteht aus der wiederholten linearen Einheiten von (1-
4) -verknüpften β-D-Xylanopyranosen, bei denen α-D-4 
Methylglucopyranosyluronsäure-Einheiten im Durchschnitt mit der zweiten 
Position jeder zehnten Xylanopyranose-Einheit glykosidisch verknüpft sind 
[7,9,11]. Mehrere Studien haben gezeigt, dass PPS zahlreiche 
pharmakologische Effekte besitzt. Aufgrund seiner strukturellen Ähnlichkeit mit 
Heparin hat PPS antikoagulierende und fibrinolytische Eigenschaften [7,9]. Es 
wird auch in der Veterinärmedizin als entzündungshemmendes Medikament zur 
Behandlung von Arthritis eingesetzt [7,15]. Oral verabreichtes PPS wird bei der 
Therapie der interstitiellen Zystitis (IC) eingesetzt, um die Blasenschmerzen zu 
lindern [7,14,16,17]. Weiterhin kann PPS als Antagonist von 
Fibroblastenwachstumsfaktor-2 (FGF-2) verwendet werden. In-vitro 
Experimente haben außerdem gezeigt, dass PPS eine Vielzahl von Heparin-
Bindungswachstumsfaktoren, die aus Tumorzellen entnommen wurden, 
hemmen kann [7,18]. Darüber hinaus wurden HIV-1-Viruszell-Adsorptions-
inhibierende Eigenschaften von PPS berichtet [8,14]. 
 
2-5 Struktur von PPS. Quelle: Eigene Darstellung.   
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3 Extrazellulär Signal-regulierte Kinase (ERK) 
3.1 Struktur und Eigenschaften von ERK 
ERK ist die Abkürzung für „extracellular-signal regulated kinases“. Diese 
Kinasen gehören zu den Serin/Threonin-Kinasen, das sind Enzyme, die zu den 
Proteinkinasen gezählt werden und Serin- oder Threoninreste in bestimmten 
Proteinen phosphorylieren [19,20]. ERK gehören zu der Gruppe der Mitogen-
aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen). Es existieren 8 Isoformen von ERK, 
von denen an ERK 1 und ERK 2 am meisten geforscht wird [21–23].  
Biologische Systeme verwenden häufig Phosphorylierungs- und 
Dephosphorylierungszyklen zur Transduktion von Informationen als Antwort auf 
äußere Reize. Der Kern dieses Prozesses ist eine reversible Phosphorylierung 
eines Zielproteins, die durch eine Kinase bewirkt wird. Der ERK / MAP-Kinase-
Signalweg ist ein Beispiel solcher Prozesse [24].  
ERK spielen bei biologischen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung und 
Zellzyklus-Progression eine zentrale Rolle. Die starke mitogene Wirkung ist 
dafür verantwortlich, dass diese Enzyme zu den Proto-Onkogenen gehören, da 
ein hohes mitogenes Potential dazu führt, dass Zellen leichter onkogen entarten 
[20,24]. Aus diesem Grund konnte eine Störung des ERK / MAP-Kinase-
Signalweges bei verschiedenen Krebsarten nachgewiesen werden [25]. Daher 
sind die Interaktionsuntersuchungen dieser wichtigen Enzyme mit 
verschiedenen Liganden nicht nur zum Verständnis der Krebsentstehung, 
sondern auch zur Behandlung verschiedener Krebsarten wesentlich.  
In diesem Abschnitt wurden die Interaktionen von einem ERK 1- Peptid mit 
verschiedenen ausgewählten Metallionen untersucht. Es ist lange bekannt, 
dass Metallionen für die Aktivierung  von ERK-Proteinen eine wichtige Rolle 
spielen. In letzter Zeit sind in diesem Zusammenhang auch die z.B in 
Kosmetika enthaltenen Metalloxid-Nanopartikel in den Mittelpunkt des 
Interesses gerückt [26,27].                       
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3.2 Versuchsaufbau, untersuchtes ERK-Peptid und Metallionen 
Aufbauend auf der Arbeit von Frau Dr. Sabine Redweik [4] sollten die 
Interaktionen von synthetisch hergestellten ERK 1-Peptiden (siehe Abschnitt 
11.3.1) mit sechs ausgewählten Metallionen untersucht werden (siehe Abschnitt 
11.3.1).  
ERK 1-Protein ist ein relativ großes Protein mit 379 Aminosäuren und einem 
Molekulargewicht von ca. 43 kDa [19,25]. Aufgrund der Komplexität molekularer 
Wechselwirkungen werden häufig vereinfachte Peptidmodelle eingesetzt, die 
sich als nützlich für die Untersuchung der Wechselwirkungsphänomene 
erwiesen haben. Ein synthetisches Peptid aus der Aktivierungsschleife des 
Signalproteins ERK 1, bestehend aus 19 Aminosäuren, wurde aus diesem 
Grund für die Wechselwirkungsuntersuchungen herangezogen (siehe 
Abbildungen 3-1, 3-2 und 3-3). 
 
 
 
3-1 Aminosäuresequenz von dem untersuchten ERK 1-Peptid 
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3-2 Sekundärstruktur des untersuchten ERK 1-Peptids 
 
3-3 Aktivierungsschleife von dem Signalprotein ERK 1, Gold: ERK 1-Protein, Hellblau: synthetisch 
hergestelltes ERK 1-Peptid. 
Zuerst wurden die Wechselwirkungen der unphosphorylierten Form des 
Peptides mit den Metallionen Ba2+, Ca2+, Mg2+, Mn2+, Cu2+ und Ni2+ untersucht. 
Daraufhin wurden die Ergebnisse dieser Wechselwirkungen mit den 
Wechselwirkungen der mono- und diphosphorylierten Formen des 
synthetischen ERK 1-Peptides mit den erwähnten Metallionen verglichen.  
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Im Anschluss wurde der Einfluss der Spülungsprotokolle mit-und ohne EDTA 
auf die Interaktionen dieses Peptides mit Ni2+ untersucht, da Ni2+ eine 
Besonderheit bei den Interaktionsuntersuchungen darstellte.  
Die affinitätskapillarelektrophoretische Methode, die zu diesen Untersuchungen 
angewendet wurde, ist dem Abschnitt 11.3.1 zu entnehmen.        
3.3 Ergebnisse 
Die Ergebnisse der Interaktionsuntersuchungen des unphosphorylierten ERK 1-
Peptides mit den sechs ausgewählten Metallionen sind in der Abbildung 3-4 
dargestellt.  
 
3-4 Interaktionen der unphosphorylierten Form des ERK 1-Peptides mit sechs ausgewählten Metallionen, 
jeweils in den Konzentrationen 250 μM und 500 μM. 
Anhand der Abbildung 3-4 ist Folgendes erkennbar: das unphosphorylierte ERK 
1-Peptid weist mit allen eingesetzten Metallionen in der höheren Konzentration 
(500 μM) eine signifikante Wechselwirkung auf. Die Interaktionen mit Ca2+, 
Mg2+, Ba2+ und Mn2+ sind dabei nicht so stark ausgeprägt wie die mit Ni2+ und 
Cu2+. Außerdem sind die ∆R/Rf-Werte von Ni2+-Wechselwirkungen in die 
positive Richtung verschoben, was auf einer kürzeren Migrationszeit und einer 
höheren Mobilität des unphosphorylierten ERK 1-Peptides nach der Interaktion 
mit Ni2+-Ionen beruht. 
Desweiteren wurden die Interaktionen des monophosphorylierten ERK 1-
Peptides mit den gleichen Metallionen untersucht. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sind der Abbildung 3-5 zu entnehmen.  
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3-5 Interaktionen der monophosphorylierten Form des ERK 1-Peptides mit sechs ausgewählten 
Metallionen, jeweils in den Konzentrationen 250 μM und 500 μM. 
Das Interaktionsverhalten des monophosphorylierten ERK 1-Peptid mit den 
ausgewählten Metallionen ist im Allgemeinen vergleichbar mit dem von 
unphosphoryliertem ERK 1-Peptid. Die Wechselwirkungen mit Ca2+ und Mg2+ 
sind bei der höheren Metallionenkonzentration (von 500 μM) etwas stärker 
ausgeprägt als bei der von 250 μM. Bei Ba2+ und Mn2+ sind die Interaktionen 
der beiden Metallionenkonzentrationen mit dem monophosphorylierten ERK 1-
Peptid etwa gleich stark. Eine stärkere Wechselwirkung mit Cu2+-Ionen ist 
ebenfalls eindeutig erkennbar. Betrachtet man die Wechselwirkungen mit Ni2+-
Ionen, erkennt man wie bei dem unphosphoryliertem ERK 1-Peptid, eine 
Positivverschiebung der Wechselwirkungen. 
Anschließend wurden die Wechselwirkungen der diphosphorylierten Form des 
ERK 1-Peptides mit den gleichen Metallionen untersucht. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sind in der Abbildung 3-6 dargestellt.  
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3-6 Interaktionen der diphosphorylierten Form des ERK 1-Peptides mit sechs ausgewählten Metallionen, 
jeweils in den Konzentrationen 250 μM und 500 μM. 
Eindeutig erkennbar ist eine sehr starke Wechselwirkung des 
diphosphorylierten ERK 1-Peptides  mit den Cu2+-Ionen, insbesondere in der 
Konzentration von 500 μM. Außerdem sind die Wechselwirkungen mit Ba2+-
Ionen in der Konzentration von 500 μM ebenfalls stärker geworden. Betrachtet 
man die Interaktionen des diphosphorylierten ERK 1-Peptids mit Ca2+, Mg2+ und 
Mn2+, erkennt man keine Zunahme der Interaktionsstärke. Im Falle von Ni2+-
Ionen, sind die Wechselwirkungen in die positive Richtung verschoben, wie es 
bei un- und monophosphoryliertem ERK 1-Peptid der Fall war.     
Da anhand der Vorarbeiten, insbesondere von Frau Dr. Redweik bekannt war, 
dass Proteine nach der Wechselwirkung mit Metallionen aufgrund einer 
Komplexbildung der Metallionen mit weiteren Anionen des Reaktionsmilieus 
meist insgesamt negativer werden [4], wurde versucht, das gegensätzliche 
Verhalten des ERK 1-Peptides nach der Interaktion mit Ni2+-Ionen zu 
ergründen. Zu diesem Zweck wurden zwei Untersuchungsserien mit 2 
verschiedenen Spülprotokollen durchgeführt, und zwar einmal nur mit NaOH 
(altes Spülprotokoll von Frau Dr. Redweik) und einmal mit NaOH + EDTA 
(aktuelles Spülprotokoll der Metallionenuntersuchungen im Arbeitskreis Wätzig). 
Die genaue Durchführung der affinitätskapillarelektrophoretischen Methode ist 
im Abschnitt 11.3.1 beschrieben. Bei diesen Untersuchungsserien wurde ein 
weiteres Metallion, Ba2+ zusätzlich zu Ni2+ als Kontrolle verwendet und die 
Interaktionsuntersuchungen von un- und diphosphoryliertem ERK 1-Peptid mit 
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den beiden Metallionen nur in der Konzentration von 500 μM durchgeführt. Die 
Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der Abbildung 3-7 dargestellt.    
 
3-7 Interaktionen der un-und diphosphorylierten Form des ERK 1-Peptides mit Ba2+ und Ni2+, in der 
Konzentration von 500 μM nach dem alten (links, blau und rote Punkte, nur mit NaOH) und dem neuen 
(rechts, lila und orange Punkte, mit NaOH + EDTA) Spülprotokoll. 
Auf der linken Seite dieser Abbildung (3-7) sind die Ergebnisse der 
Interaktionsuntersuchungen nach dem alten Spülprotokoll dargestellt. Eindeutig 
zu erkennen ist, dass die Interaktionen des diphosphorylierten ERK 1-Peptid 
sowohl mit Ba2+-Ionen als auch mit Ni2+-Ionen stark ausgeprägt sind und einen 
∆R/Rf-Wert im negativen Bereich aufweisen. Betrachtet man die Ergebnisse der 
Interaktionsuntersuchungen, die nach dem aktuellen Spülprotokoll durchgeführt 
wurden (rechte Seite in der Abbildung 3-7), erkennt man, dass sich wie bei den 
bisherigen Ergebnissen eine Positivverschiebung der ∆R/Rf-Werte nach der 
Interaktion mit den Ni2+-Ionen ergibt. 
Nach dem Erhalt unterschiedlicher Ergebnisse je nach verwendetem 
Spülprotokoll, wurde der Einfluss von Ni2+-Ionen auf die Interaktionsergebnisse 
weiter untersucht. Es ist bekannt, dass viele Metallionen, vor allem 
Schwermetalle dazu neigen, an der Kapillarwand zu adsorbieren [3]. Zwischen 
den sechs untersuchten Metallionen, haben Cu2+-Ionen und Ni2+-Ionen die 
größte Affinität, an der Kapillarwand zu binden [3]. Aus diesem Grund wurde in 
einer separaten Untersuchungsserie der Einfluss dieser beiden Ionen auf den 
EOF untersucht. Insgesamt wurden vier Untersuchungsreihen pro Metallion, 
bestehend je aus 45 Läufen durchgeführt. Bei diesen Untersuchungen wurde 
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Acetanilid als EOF-Marker eingesetzt. Auf der einen Seite wurden die 
Migrationszeiten und die Mobilität vom Acetanilid unter dem Einfluss von 
NaOH-Spülung und NaOH + ETDA-Spülung ermittelt. Auf der anderen Seite 
wurde dem Laufpuffer Cu2+-Ionen bzw. Ni2+-Ionen zugesetzt und ebenfalls die 
Migrationszeiten und Mobilität vom Acetanilid unter dem Einfluss der beiden 
Spülprotokolle und dem eingesetzten Metallion ermittelt. Die Ergebnisse dieser 
Untersuchungen sind in Abbildungen 3-8 bis 3-11 dargestellt.  
 
3-8 Migrationszeiten vom Acetanilid; Grün: Acetanilid ohne Zusatz von Cu2+-Ionen NaOH-Spülung, Lila: 
Acetanilid mit dem Zusatz von Cu2+-Ionen im Laufpuffer NaOH-Spülung, Blau: Acetanilid ohne Zusatz von 
Cu2+-Ionen NaOH + EDTA-Spülung, Rot: Acetanilid mit dem Zusatz von Cu2+-Ionen im Laufpuffer NaOH + 
EDTA-Spülung. 
 
3-9 Mobilität vom Acetanilid; Grün: Acetanilid ohne Zusatz von Cu2+-Ionen NaOH-Spülung, Lila: Acetanilid 
mit dem Zusatz von Cu2+-Ionen im Laufpuffer NaOH-Spülung, Blau: Acetanilid ohne Zusatz von Cu2+-
Ionen NaOH + EDTA-Spülung, Rot: Acetanilid mit dem Zusatz von Cu2+-Ionen im Laufpuffer NaOH + 
EDTA-Spülung. 
Anzahl der Läufe
Anzahl der Läufe
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3-10 Migrationszeiten vom Acetanilid; Grün: Acetanilid ohne Zusatz von Ni2+-Ionen NaOH-Spülung, Lila: 
Acetanilid mit dem Zusatz von Ni2+-Ionen im Laufpuffer NaOH-Spülung, Blau: Acetanilid ohne Zusatz von 
Ni2+-Ionen NaOH + EDTA-Spülung, Rot: Acetanilid mit dem Zusatz von Ni2+-Ionen im Laufpuffer NaOH + 
EDTA-Spülung. 
 
3-11 Mobilität vom Acetanilid; Grün: Acetanilid ohne Zusatz von Ni2+-Ionen NaOH-Spülung, Lila: Acetanilid 
mit dem Zusatz von Ni2+-Ionen im Laufpuffer NaOH-Spülung, Blau: Acetanilid ohne Zusatz von Ni2+-Ionen 
NaOH + EDTA-Spülung, Rot: Acetanilid mit dem Zusatz von Ni2+-Ionen im Laufpuffer NaOH + EDTA-
Spülung. 
Anhand dieser Abbildungen ist eindeutig zu erkennen, dass sich der EOF unter 
dem Einfluss von Ni2+-Ionen am meisten verändert hat, wenn nur NaOH-Lösung 
zur Spülung verwendet wird. In diesem Fall nahm die Migrationszeit vom 
Acetanilid, vor allem ab Lauf 27, stark zu und demzufolge die Mobilität ab.  
Aus diesen Untersuchungen kann man folgende Schlussfolgerung ziehen: Ni2+-
Ionen adsorbieren stark an der Kapillarwand und können mit einer reinen 
NaOH-Lösung nicht von der Kapillarwand herunter gespült werden. Erst nach 
dem Zusatz von EDTA und der damit möglichen Bildung von Ni2+-EDTA-
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Komplexen können die adsorbierten Ni2+-Ionen von der Kapillarwand abgelöst 
werden.  
Aufbauend auf diesen Untersuchungen könnte folgende Erklärung für die von 
den anderen Metallionen abweichenden Ergebnisse der 
Interaktionsuntersuchungen zwischen Ni2+-Ionen und ERK 1-Peptid in Betracht 
gezogen werden: Ohne Zusatz von EDTA in der Spüllösung können die 
adsorbierten Ni2+-Ionen nicht vollständig von der Kapillarwand herunter gespült 
werden und bleiben zum großen Teil gebunden. Das bei pH 7,4 negativ 
geladene ERK 1-Peptid tritt dann in Wechselwirkung mit den adsorbierten Ni2+-
Ionen an der Kapillarwand. Zusätzlich nimmt der EOF insgesamt ab und das 
führt im Ergebnis dazu, dass die Mobilität von ERK 1-Peptid abnimmt (siehe 
Abbildung 3-12).  
 
3-12 Schematische Darstellung der Wechselwirkungen vom ERK 1-Peptid mit den gebundenen Ni2+-Ionen 
an der Kapillarwand (ohne Zusatz von EDTA) und die Gesamtabnahme von EOF. Abnahme der Mobilität 
des ERK 1-Peptides. Quelle: eigene Darstellung. 
Nachdem EDTA zu der NaOH-Lösung zugesetzt wird, werden die gebundenen 
Ni2+-Ionen von der Kapillarwand herunter gespült, die daraufhin injizierten Ni2+-
Ionen die sich im Laufpuffer befinden, können direkt mit dem ERK 1-Peptid 
interagieren und stark daran binden. Zusätzlich nimmt der EOF wegen der 
Spülung mit NaOH + EDTA insgesamt zu und das ganze Zusammenspiel führt 
dazu, dass die Mobilität von ERK 1-Peptid zunimmt und die ∆R/Rf-Werte im 
positiven Bereich auftauchen (siehe Abbildung 3-13). 
Extrazellulär Signal-regulierte Kinase (ERK) 
 
22 
 
 
3-13 Schematische Darstellung der Wechselwirkungen vom ERK 1-Peptid mit den neu injizierten Ni2+-
Ionen in die Kapillare (nach dem Zusatz von EDTA in die Spüllösung) und die Gesamtzunahme von EOF- 
und Mobilität des ERK 1-Peptids. Quelle: eigene Darstellung.  
        
3.4 Zusammenfassung 
Die in diesem Abschnitt dargestellten Untersuchungen haben am Beispiel des 
ERK 1-Peptids gezeigt, dass Affinitätskapillarelektrophorese eine geeignete 
Technik für die Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Metallionen und 
Peptiden darstellt. Eine Diphosphorylierung des ERK 1-Peptids hat einen 
großen Einfluss auf die Wechselwirkungen mit den Schwermetallionen Ni2+ und 
Cu2+. Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass es bei den Metallionen, die 
dazu neigen, stark an der Kapillarwand zu adsorbieren, notwendig ist, einen 
Komplexbildner (EDTA) zu der NaOH-Lösung hinzuzufügen. Besonders bei den 
Ni2+-Ionen haben die Untersuchungen gezeigt, dass der Zusatz von EDTA 
einen starken Einfluss auf die Lage der ∆R/Rf-Werte hat.     
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4 Ist ACE eine geeignete Methode zur Untersuchung von 
Heparinoid-Protein Wechselwirkungen? Eine Fallstudie am 
Beispiel von Affinitätsuntersuchungen zwischen 
Heparinoiden und Protamin   
4.1 Protamin  
Protamine sind eine Mischung aus niedermolekularen basischen Proteinen [28] 
mit einer relativen Molekülmasse von etwa 5000 Da [29,30]. Sie bestehen 
hauptsächlich aus basischen Aminosäuren, wie Arginin (siehe Abbildung 4-1) 
[30]. Außerdem kommen Alanin, Serin, Prolin, Valin, Glycin und Isoleucin als 
weitere Aminosäuren in Protaminen vor [29]. Protamine werden aus Spermien 
bestimmter Lachsarten durch Extraktion mit Mineralsäuren gewonnen 
[28,29,31] und sind hochgradig polykationische Proteine mit einem 
isoelektrischen Punkt (pI) zwischen 12 und 13 [30,32]. 
 
4-1 Teilstruktur von Protamin. Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an [33].  
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Eingesetzt werden Protamine als Salze, wie Protaminsulfat [32]. Seit vielen 
Jahren ist bekannt, dass Protaminsulfat die Wirkung von Heparin aufheben 
kann, indem es durch die Bindung an Heparin einen schwerlöslichen Komplex 
bildet [29,34]. Der entstandene Komplex besitzt keine gerinnungshemmende 
Wirkung mehr. Aus diesem Grund wird Protaminsulfat als Antidot bei 
Überdosierungen von Heparin eingesetzt. Am häufigsten findet Protaminsulfat 
in chirurgischen Eingriffen am offenen Herzen zur Aufhebung der 
antikoagulativen Heparin-Wirkung Anwendung [32,33,35]. Protaminsulfat wird in 
der Stärke von 1 % zur Therapie verwendet [33,35]. Es wird angenommen, 
dass 1 mg Protaminsulfat 100 Heparin-Einheiten neutralisiert [28,33,36].   
Um festzustellen, ob Untersuchungen von Heparinoid-Protein-
Wechselwirkungen mittels Affinitätskapillarelektrophorese aussichtsreich sind, 
wurden in einem ersten Schritt die Wechselwirkungen zwischen Protaminsulfat 
und Heparinoiden als stark interagierendem Paar untersucht.  
4.2 Eingesetzte Heparinoide  
Zur Durchführung der Experimente wurden zwei Heparinoide, nämlich Natrium-
Pentosanpolysulfat (PPS) (siehe Abschnitt 2.3.2.4) und Enoxaparin-Natrium 
(siehe Abschnitt 2.3.2.2) eingesetzt. Bei diesen Untersuchungen wurden die 
Veränderungen des EOF beobachtet und ausgewertet. Da bekannt ist, dass 
Heparinoide und Protamin unlösliche Präzipitate bilden [34], wurde eine 
ausgewählte Heparinoid-Konzentration (20 mg/l) zuvor in die Protamin-Lösung 
(1 mg/ml) gegeben. Da keine Trübung infolge einer Fällung zu erkennen war, 
konnte somit festgestellt werden, dass die ausgewählte Konzentration für die 
Durchführung der ACE-Experimente geeignet ist. Ishihara et al. haben 
berichtet, dass niedermolekulares Heparin und Protamin in niedrigen 
Konzentrationen lösliche Nanopartikel aus Polyelektrolyt-Komplexen bilden, die 
keine Trübung verursachen [35]. 
Die Untersuchungen wurden in einer beschichteten LPA-Kapillare (siehe 
Abschnitt 11.1.2) unter Einsatz von Mesityloxid als EOF-Marker (siehe 
Abschnitt 11.2.2) und Acetat-Puffer (siehe Abschnitt 11.2.1) durchgeführt. Die  
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Elektropherogramme wurden bei 197 nm und 214 nm detektiert. Die 
Vorbereitungen der Heparinoid-Lösungen sind im Abschnitt 11.2.4 und die 
Trennbedingungen im Abschnitt 11.3.2 ausführlich beschrieben.             
4.3 Ergebnisse  
4.3.1 Wechselwirkungen von PPS mit Protamin 
Die Untersuchungen wurden mit den ausgewählten PPS-Konzentrationen von 5 
mg/l, 10 mg/l und 20 mg/l durchgeführt, wobei die Ergebnisse von 20 mg/l PPS 
am besten auswertbar waren.  
Da bekannt ist, dass das basische Protamin mit den sauren Silanolgruppen 
einer unbeschichteten Kapillare stark interagiert [37], wurde eine LPA-
beschichtete Kapillare zur Durchführung der Experimente verwendet. In den 
beschichteten Kapillaren ist, wenn überhaupt, nur ein kleiner EOF zu erwarten, 
sodass es bei den ersten Messungen, die ohne Zusatz von PPS als Ligand 
durchgeführt wurden, nicht verwunderlich war, dass zwar der Protamin-Peak 
bei ca. 2,5 Minuten beobachtet wurde, aber kein Peak des EOF-Markers 
innerhalb der Messzeit zu erkennen war. Obwohl Protamin eine Mischung aus 
Proteinen darstellt, konnte nur ein scharfer Peak als Protamin-Peak 
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 4-2).  
 
4-2 Protamin-Peak ohne Zusatz von PPS als Ligand in 50 mM Acetat-Puffer pH 5,0.  
Nach dem Zusatz von PPS als Ligand zeigte das Elektropherogramm eine 
durchgreifende Änderung: der Protamin-Peak verschwand und stattdessen  
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tauchte ein Peak des EOF-Markers bei ca. 13 Minuten auf (siehe Abbildung 4-
3). Diese Beobachtung lässt den fehlenden EOF-Peak im ersten Lauf 
(Abbildung 4-2) in anderem Licht erscheinen und kann folgendermaßen erklärt 
werden: Protamin wird trotz der LPA-Beschichtung an der Kapillarwand 
adsorbiert und zwar infolge hydrophober Wechselwirkungen. Derartige 
Wechselwirkungen für LPA-beschichtete Kapillare sind in der Literatur 
beschrieben [37]. Dadurch wird die Kapillarwand positiv aufgeladen, wobei ein 
EOF in umgekehrter Richtung zur Anode erzeugt wird und folglich kein Peak 
von dem EOF-Marker an der kathodischen Seite detektiert werden kann. Wird 
der negativ geladene polyanionische Ligand PPS zugesetzt, tritt er in 
elektrostatische Wechselwirkung mit dem positiv geladenen Protamin, wodurch 
eine zweite, diesmal negativ geladene Schicht gebildet wird. Der EOF wird 
demzufolge kathodisch gerichtet sein und das Auftreten des EOF-Peaks in 
Abbildung 4-3 wird plausibel. Abramova et al. haben ähnliche 
Doppelschichtbildung von Protamin- und Heparin auf Siliciumdioxid-
Oberflächen von impedimetrischen Mikrokapillar-Sensoren beschrieben, die zur 
Überwachung der Protamin-Heparin-Wechselwirkungen verwendet wurden [33]. 
Da die Wechselwirkungen zwischen Protamin und Heparinoiden irreversibel ist, 
kann daraus geschlossen werden, dass der injizierte PPS-Ligand einerseits an 
der Protamin-Schicht gebunden wird, und andererseits Komplexe mit noch 
freiem Protamin bildet, sodass kein Peak von freiem, nicht gebundenem und 
nicht komplexiertem Protamin detektiert werden kann.  
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4-3 Mesityloxid-Peak erkennbar nach dem Zusatz von 20 mg/l PPS als Ligand in 50 mM Acetat-Puffer pH 
5,0. 
Ein weiterer Effekt, der bei diesen Experimenten beobachtet werden konnte, 
war eine Verstärkung des EOF vom ersten Lauf bis zum letzten Lauf bei den 
sechs durchgeführten Messungen. Die Zunahme vom EOF war durch 
Verringerung der Migrationszeit des EOF-Markers um ca. eine halbe Minute bei 
jedem Lauf bzw. eine Zunahme der berechneten Mobilität des EOF-Markers zu 
erkennen (siehe Abbildungen 4-4 und 4-5). Dieser Effekt weist vermutlich auf 
eine weiter fortlaufende, wechselseitige Ablagerung von Protamin- und PPS-
Schichten auf der Kapillaroberfläche hin.    
 
4-4 Mesityloxid-Peak von 6 aufeinanderfolgenden Messungen nach Zusatz von 20 mg/l PPS als Ligand in 
50 mM Acetat-Puffer pH 5,0. Eine Zunahme von EOF ist durch eine Verringerung der Migrationszeit des 
Mesityloxids erkennbar.  
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4-5 EOF-Marker-Mobilität nach Zusatz von 20 mg/l PPS als Ligand in 50 mM Acetatpuffer pH 5,0. 
4.3.2 Wechselwirkungen von Enoxaparin-Natrium mit Protamin 
Diese Untersuchungen wurden ebenfalls mit denselben Konzentrationen wie 
PPS, nämlich 5 mg/l, 10 mg/l und 20 mg/l Enoxaparin-Natrium anstelle von PPS 
durchgeführt, wobei auch hier die Ergebnisse von 20 mg/l Enoxaparin-Natrium 
am besten auswertbar waren. Außerdem wurden die experimentellen 
Bedingungen genauso gewählt wie bei den Untersuchungen, die mit PPS 
durchgeführt wurden. Ebenso wie bei den vorherigen PPS-Experimenten 
konnte auch in diesem Fall kein EOF-Marker-Peak ohne Zusatz von 
Enoxaparin-Natrium als Ligand nachgewiesen werden. Der Protamin-Peak 
erschien auch in diesem Fall bei ca. 2,5 Minuten (siehe Abbildung 4-6). 
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4-6 Protamin-Peak ohne Zusatz von Enoxaparin-Natrium als Ligand in 50 mM 
Acetat-Puffer pH 5,0.  
Nach Zusatz von Enoxaparin-Natrium war ebenfalls wie bei den PPS-
Untersuchungen der EOF-Marker-Peak wieder detektierbar, aber im Gegensatz 
zu PPS verursachte die Zugabe von Enoxaparin-Natrium als Ligand ein 
typisches Muster, das zwischen 4 bis 6 Minuten erkennbar war und abhängig 
von der eingesetzten Konzentration von Enoxaparin-Natrium mehr oder weniger 
stark ausgeprägt war (siehe Abbildung 4-7).  
 
4-7 Mesityloxid-Peak erkennbar nach dem Zusatz von 20 mg/l Enoxaparin-Natrium als Ligand in 50 mM 
Acetat-Puffer pH 5,0. Ein typisches Muster zwischen ca. 4 und 6 Minuten ist erkennbar.   
Das Verhalten vom EOF innerhalb von 6 aufeinanderfolgenden Messungen 
zeigt bei diesen Untersuchungen im Gegensatz zu den Untersuchungen mit  
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PPS keine signifikanten Änderungen. Sogar eine leichte Erhöhung der 
Migrationszeit des EOF-Markers konnte erkannt werden (siehe Abbildung 4-8). 
Die Erhöhung der Migrationszeit äußerte sich in einer leichten Abnahme der 
Mobilität der EOF-Markers, wie es in der Abbildung 4-9 zu erkennen ist. Dieses 
Phänomen könnte vermutlich darauf zurückzuführen sein, dass die 
Wechselwirkungen zwischen Enoxaparin-Natrium und Protamin nicht so stark 
ausgeprägt sind, wie es bei den Wechselwirkungen zwischen PPS und 
Protamin der Fall war. 
 
4-8 Mesityloxid-Peak von 6 aufeinanderfolgenden Messungen nach Zusatz von 20 mg/l Enoxaparin-
Natrium als Ligand in 50 mM Acetat-Puffer pH 5,0. Keine gleichmäßige Zunahme oder Abnahme von EOF 
ist zu erkennen. 
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4-9 EOF-Marker-Mobilität nach Zusatz von 20 mg/l Enoxaprin-Natrium als Ligand in 50 mM Acetatpuffer 
pH 5,0. Eine leichte Abnahme der elektrophoretischen Mobilität ist zu erkennen.  
 
4.4 Zusammenfassung 
Die durchgeführten Untersuchungen haben generell gezeigt, dass 
Affinitätskapillarelektrophorese eine geeignete Technik zur Untersuchung der 
Interaktionen zwischen Heparinoiden und Proteinen ist. Die signifikanten 
Wechselwirkungen zwischen Protamin und den eingesetzten Heparinoiden PPS 
und Enoxaparin-Natrium konnten mit Hilfe von ACE detektiert und dargestellt 
werden. Außerdem haben vor allem die Untersuchungen, die mit PPS als 
Ligand durchgeführt wurden gezeigt, dass mit der Komplexbildung 
konkurrierende Adsorptionseffekte die Interpretation der ACE-Ergebnisse 
beeinflussen können und dementsprechend berücksichtigt werden müssen.   
Die unterschiedlich ausgefallenen Ergebnisse der beiden eingesetzten 
Heparinoide könnten folgendermaßen und mit Hilfe der Abbildung 4-10 erklärt 
werden. 
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PPS und Enoxaparin-Natrium gehören zwar beide zur Gruppe der Heparinoide, 
dennoch gibt es Unterschiede im Aufbau der Monomere und der Ladungsdichte 
pro Monomer-Einheit. PPS hat beispielsweise mehr ionisierbare Gruppen pro 
Monomer-Einheit als Heparin und demzufolge eine höhere Ladungsdichte 
(siehe Abschnitt 2.3.2.4). Aus diesem Grund könnte PPS stärker in 
elektrostatische Wechselwirkung treten als Enoxaparin-Natrium (siehe 
Abbildung 4-10, A und B). Nach jeder Injektion von PPS in die Kapillare, lagern 
sich mehr PPS Moleküle an Protamin-Schichten und erhöhen somit den EOF 
(siehe Abbildung 4-10, A). Bei Enoxaparin-Natrium hingegen ist dieser Effekt 
vermutlich nicht so stark ausgeprägt, und demzufolge bleibt der EOF nach jeder 
Injektion von Enoxaparin-Natrium unverändert oder nimmt leicht ab (siehe 
Abbildung 4-10, B). Diese Interpretation der Ergebnisse bestätigt die Annahme, 
dass PPS stärker mit Protamin interagiert als Enoxaparin-Natrium.  
 
4-10 Schematische Darstellung der Wechselwirkungen zwischen den Heparinoiden und Protamin in der 
Kapillare. A: Unter Zusatz von PPS, B: Unter Zusatz von Enoxaparin-Natrium. Quelle: Eigene Darstellung 
in Anlehnung an [33].   
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5 Untersuchung der Wechselwirkungen von 
Standardproteinen sowie Vitronectin mit Heparinoiden 
5.1 Einführung und Charakterisierung der untersuchten 
Proteine 
Nachdem sich die Heparinoide bei den Untersuchungen mit Protamin als 
geeignet für die kapillarelektrophoretische Untersuchungen erwiesen haben, 
wurden einzelne Affinitätsuntersuchungen mit den verschiedenen Proteinen 
durchgeführt. Dazu wurden fünf Standardproteine und ein zusätzliches Protein, 
Vitronectin, was u.a. in der Koagulationskaskade eine Rolle spielt, ausgewählt.  
Die Standardproteine sind Proteine, die gut untersucht sind, relativ günstig in 
größeren Mengen zu erwerben sind, und zu den verschiedenen 
Forschungszwecken als Modellproteine genommen werden. 
Ziel dieser Untersuchungen war auf der einer Seite, die schon bekannten 
Interaktionen von einigen Modellproteinen mit Heparin mittels der 
Affinitätskapillarelektrophorese zu bestätigen und mit den zusätzlich 
ausgewählten Heparinoiden, PPS und Enoxaprin-Natrium zu vergleichen. Auf 
der anderen Seite war es von großem Interesse, die Wechselwirkungen von 
bestimmten Proteinen, die in der Blutgerinnungskaskade vorkommen (z.B. 
Vitronectin) zu untersuchen. Aufbauend auf diesen Untersuchungen sollten die 
Wechselwirkungen von einem weiteren interessanten Protein, P-Selektin (siehe 
Abschnitt 8) mit den Heparinoiden geklärt werden. In den Abschnitten 5.1.1 – 
5.1.6 sind alle untersuchten Proteine kurz vorgestellt. Alle Untersuchungen 
wurden mit der gleichen affinitätskapillarelektrophoretischen Methode (siehe 
Abschnitt 11.3.3) durchgeführt.      
5.1.1 β-Lactoglobulin 
β-Lactoglobulin ist das häufigste in der Kuhmilch vorkommende Protein. Es 
gehört zu der Lipocalin-Familie mit der Eigenschaft, verschiedene hydrophobe 
Moleküle zu binden. β-Lactoglobulin wurde in den letzten Jahren intensiv 
untersucht, da es einerseits eine große Rolle in der Milchindustrie spielt, und 
andererseits ein relativ robustes Protein darstellt, das als ein Standardprotein 
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zur Überprüfung bestimmter biochemischer und physikalischer Techniken 
genutzt wird. β-Lactoglobulin besteht aus 162 Aminosäuren und besitzt ein 
Molekulargewicht von 18,4 kDa [38–40].    
5.1.2 Rinderserumalbumin (BSA) 
Rinderserumalbumin (BSA) ist ein Serumalbuminprotein, das aus dem 
Blutplasma von Rindern gewonnen wird und eine strukturelle Homologie von 
ca. 76 % mit dem humanen Serumalbumin besitzt [41]. Aufgrund der geringen 
Kosten, leichter Verfügbarkeit, hoher Stabilität, guter Wasserlöslichkeit und 
struktureller Ähnlichkeit mit HSA, wird BSA weithin als ein Modellprotein zur 
Bewertung der Bindung und Interaktionen zwischen Arzneimitteln und 
Serumalbumin eingesetzt [41,42]. BSA besteht aus einer Polypeptidkette mit 
583 Aminosäuren, 17 Cysteinresten und drei homologen Domänen (I, II und III) 
[41,43]. Das Molekulargewicht von BSA beträgt 66 kDa [44]. Außerdem neigt 
natives BSA dazu, SS-stabilisierte Isomere zu bilden [45]. Diese Isomerisierung 
ist ein dynamischer Prozess, bei der es durch SH-SS-Austauschreaktionen zu 
einer Neuknüpfung von Disulfidbrücken und damit zu 
Konformationsänderungen und Änderungen des isoelektrischen Punktes kommt 
[45].       
5.1.3 Humanserumalbumin (HSA)  
Humanes Serumalbumin (HSA) ist das am häufigsten im Blutplasma 
vorkommende Protein und stellt zwei Drittel der Plasmaproteine dar [46]. HSA 
dient als Depot- und Transportprotein für zahlreiche endogene und exogene 
Verbindungen, wie Fettsäuren, Aminosäuren, Steroide, aber auch einige 
Metallionen, wie Ca2+, Cu2+ und Zn2+ [47]. HSA wird in der Leber synthetisiert 
und besteht aus 585 Aminosäuren in einer einzigen Polypeptidkette mit einem 
Molekulargewicht von 66,5 kDa [48–50]. HSA besteht aus drei Domänen (I, II 
und III), die strukturell sehr ähnlich sind und durch 17 Disulfidbrücken stabilisiert 
werden. Jede Domäne enthält zwei Subdomänen A und B [46,51–53]. Dockal et 
al. haben beschrieben, dass HSA je nach pH-Wert unterschiedliche Tertiär- 
Strukturen einnimmt [54].  
Es ist bekannt, dass HSA bestimmte Arzneimittel binden kann, wodurch die 
Konformation des HSA-Moleküls modifiziert werden kann [55,56]. Amphiphile 
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Arzneimittel und einige endogene Substanzen binden reversibel und mit hoher 
Affinität an Serumalbumin. Durch die Bindung an Serumalbumin wird die 
Konzentration von ungebundenen Arzneimitteln im Plasma verringert, und 
infolgedessen die Verteilung, Pharmakokinetik, Toxizität und die Ausscheidung 
von den Arzneimitteln beeinflusst. Aus diesem Grund stellt HSA einen wichtigen 
Regulator des pharmakokinetischen Verhaltens vieler Medikamente dar [46]. 
Die Untersuchungen der Wechselwirkungen zwischen HSA und Arzneistoffen 
tragen dazu bei, die Disposition, den Transport, den Stoffwechsel und die 
Wirksamkeit der Medikamente besser verstehen und beurteilen zu können.  
5.1.4 Myoglobin  
Myoglobin ist ein globuläres Protein, das in den Herz- und Skelettmuskelzellen 
von Säugetieren vorkommt. Wie Hämoglobin kann auch Myoglobin den 
molekularen Sauerstoff binden und ihn an die Muskelzellen wieder abgeben. 
Myoglobin ist ein Monomer und bindet den Sauerstoff im Gegensatz zu 
Hämoglobin nicht kooperativ. Außerdem enthält Myoglobin ein Häm-
gebundenes Eisen (II)-Kation, das zum Eisen (III)-Kation oxidiert werden kann. 
Myoglobin kann sehr leicht und in großen Mengen aus dem Muskelgewebe 
extrahiert werden und dient als ein wichtiges Modellsystem zur Untersuchung 
der physikalischen und dynamischen Eigenschaften von Reaktionen in den 
Proteinen. Myoglobin besteht aus 153 Aminosäuren und sein 
Molekulargewischt beträgt ca. 17 kDa [57–60].           
5.1.5 Ovalbumin 
Ovalbumin ist das Hauptprotein im Eiweiß und stellt 54 % aller im Eiweiß 
vorkommenden Proteine dar. Ovalbumin ist aufgrund der leichten Verfügbarkeit 
und den funktionellen Eigenschaften, wie Schäumen, Gelieren und Emulgieren 
in der Lebensmittelindustrie weit verbreitet und findet als Standardprotein auch 
in Proteinstudien häufige Verwendung. Ovalbumin besteht aus 385 
Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von ca. 45 kDa. Es ist bekannt, dass 
Ovalbumin mit vielen Verbindungen, u. a. Antioxidantien interagieren kann. 
Dadurch wird eine Konformationsänderung in Ovalbumin verursacht, die zu 
einer Minimierung der Aktivität von Ovalbumin führt, und das Allergiepotential 
von Ovalbumin herabsetzt [61–64].     
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5.1.6 Vitronectin 
Vitronectin ist ein Glykoprotein und gehört zur Gruppe der strukturell und 
funktionell homologen adhäsiven Proteine, die in der Prokoagulationsphase des 
hämostatischen Systems eine wesentliche Rolle bezüglich der Interaktionen 
von den Thrombozyten und ihrem Anhaften an der Gefäßwand spielen. 
Außerdem besitzt dieses Protein auch zusätzliche funktionelle Domänen, die zu 
seiner multifunktionalen Rolle u.a. als Regulator im Immunsystem als auch bei 
der Fibrinolyse beitragen. Strukturell besteht Vitronectin aus 459 Aminosäuren 
und besitzt ein Molekulargewicht von 75 kDa. Vitronectin besteht aus drei 
Domänen, die N-terminale Somatomedin-B-Domäne, die zentrale Domäne mit 
einer Hämopexin-Homologie und eine C-terminale Domäne, die ebenfalls eine 
Hämopexin-Homologie aufweist. Die Somatomedin-B-Domäne bindet an 
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) und stabilisiert ihn. Außerdem 
interagiert diese Domäne mit dem Urokinase-Rezeptor und reguliert somit die 
Zellmigration und -adhäsion. Ein hoher Plasmaspiegel von PAI-1 und 
Urokinase-Rezeptor werden beispielsweise bei den Patienten mit bestimmten 
Krebserkrankungen gefunden. Darüber hinaus ist Vitronectin ein Bestandteil 
von Thrombozyten, und ist damit an der Hämostase beteiligt [65–69].    
Weiterhin wurde berichtet, dass Vitronectin die Fähigkeit besitzt, Heparin und 
Kollagen zu binden [67,69,70]. Aufgrund seiner heparinbindenden 
Eigenschaften hat dieses Protein Auswirkungen auf die Entstehung von 
Thrombose [67,69].     
5.2 Eingesetzte Heparinoide 
Die Experimente wurden mit drei Heparinoiden, Heparin (siehe Abschnitt 
2.3.2.1), Enoxaparin-Natrium (siehe Abschnitt 2.3.2.2) und Natrium-
Pentosanpolysulfat (PPS) (siehe Abschnitt 2.3.2.4), in der Konzentration von 
jeweils 20 mg/l durchgeführt. Zur Auswertung der Affinitätsstärken wurden 
jeweils ∆R/Rf-Werte (siehe Abschnitt 2.2.4) berechnet und ausgewertet.   
5.3 Ergebnisse 
Die Ergebnisse der Wechselwirkungen zwischen den eingesetzten Proteinen 
und den Heparinoiden sind in der Abbildung 5-1 dargestellt.  
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5-1 Interaktionsdiagramm von den 6 untersuchten Proteinen mit Enoxaparin-Natrium, Heparin und PPS. 
Wie aus der Abbildung 5-1 eindeutig hervorgeht, treten von den 6 untersuchten 
Proteinen, nur 3 Proteine, HSA, BSA und Vitronectin in signifikante 
Wechselwirkungen mit den Heparinoiden. Dieses Ergebnis bestätigte die 
Annahme und entsprach Literaturangaben, bei denen Interaktionen von diesen 
Proteinen mit Heparin untersucht wurden [70–72].  
Im Gegensatz dazu erkennt man keine signifikanten Wechselwirkungen von 
Beta-LG, Myoglobin und Ovalbumin mit den Heparinoiden, was ebenfalls eine 
Bestätigung von Literaturangaben darstellt. In der Literatur wurde von einer pH-
abhängigen Komplexbildung von Metmyoglobin mit Heparin berichtet, die durch 
Absorptions- und Fluoreszenzspektroskopie, sowie Differential-Scanning-
Mikrokalorimetrie festgestellt wurde, jedoch konnten keine Bindungsaffinitäten 
berichtet werden [73]. Im Falle von Ovalbumin konnten bei 
massenspektrometrischen Untersuchungen ebenfalls keine Affinitäten zu 
Heparin ermittelt werden [74].  
Darüber hinaus ist zu erkennen, dass HSA und BSA stärkere 
Wechselwirkungen mit PPS zeigen als mit Enoxaprin-Natrium und Heparin. Ein 
interessantes Phänomen wurde außerdem bei den Wechselwirkungen von HSA 
mit den Heparinoiden beobachtet, und zwar wurde nach der Interaktion mit den 
Heparinoiden ein Splitting des HSA-Peaks beobachtet. Dieses Phänomen 
wurde daraufhin näher untersucht und ist im Abschnitt 6 genauer beschrieben.  
ΔR/Rf
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Betrachtet man die Wechselwirkungen von Heparin im Vergleich zum 
niedermolekularen Heparin, Enoxaparin-Natrium, erkennt man, dass Heparin in 
den meisten Fällen eine etwas schwächere Interaktion als Enoxaprin-Natrium 
zeigt. 
Vitronectin zeigt im Allgemeinen signifikante Wechselwirkungen mit den 
Heparinoiden. Der interessante Punkt bei den Untersuchungen von Vitronectin 
war, dass der ∆R/Rf-Wert im positiven Bereich erschienen ist. Dieser positive 
∆R/Rf-Wert bedeutet kürzere Migrationszeiten von Vitronectin nach der 
Interaktion mit den Heparinoiden. Dieses interessante Phänomen könnte 
aufgrund einer Konformationsänderung von Vitronectin nach der 
Wechselwirkung mit den Heparinoiden zustande gekommen sein [75], die zu 
einer positiven Nettooberflächenladung und damit zu einer kürzeren 
Migrationszeit führt. Es ist bekannt, dass eine Veränderung der Konformation 
von Vitronectin und seine Multimerisierung zu einer Veränderung der 
Heparinbindung an Vitronectin führen [70].               
5.4 Zusammenfassung  
Die durchgeführten Experimente mit den 5 Standardproteinen und Vitronectin 
haben eindeutig gezeigt, dass Speicher- und Transportproteine im Blutplasma, 
sowie die in der Koagulationskaskade vorkommenden Proteine, eine stärkere 
Wechselwirkung mit den Heparinoiden zeigen als andere Proteine. Außerdem 
konnte gezeigt werden, dass eine Interaktion mit den Heparinoiden die 
Konformation von manchen Proteinen verändern kann. Darüber hinaus konnte 
festgestellt werden, dass verschiedene Heparinoide trotz ihres ähnlichen 
chemischen Aufbaus unterschiedlich stark mit den Proteinen interagieren.  
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6 Untersuchung der Wechselwirkungen von BSA und HSA mit 
ausgewählten Heparinoiden  
6.1 Versuchsaufbau und untersuchte Heparinoide  
Aufgrund der großen Bedeutung von Serumalbuminen in der 
Arzneimittelforschung wurden separate Untersuchungen mit den beiden 
Serumalbuminen BSA (siehe Abschnitt 5.1.2) und HSA (siehe Abschnitt 5.1.3) 
mit den drei ausgewählten Heparinoiden, Heparin (siehe Abschnitt 2.3.2.1), 
PPS (siehe Abschnitt 2.3.2.4) und Enoxaparin-Natrium (siehe Abschnitt 2.3.2.2) 
durchgeführt. Außerdem war von großem Interesse herauszufinden, wie sich 
die Aufspaltung des HSA-Peaks, die bei den im Abschnitt 5 beschriebenen 
Untersuchungen beobachtet wurde, in Abhängigkeit von der eingesetzten 
Heparinoidkonzentration verhält. Beachtenswert war dabei die Frage, ob es 
sich um eine zufällige Veränderung der Peakform von HSA gehandelt hat, oder 
ob diese Beobachtung ein generelles Phänomen darstellt. Von allen 
eingesetzten Heparinoiden wurde eine Konzentrationsreihe von 0,5 mg/l, 1 
mg/l, 2 mg/l, 3 mg/l, 5 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l, 50 mg/l, 100 mg/l, 150 mg/l, 500 
mg/l und 1000 mg/l für die Interaktionsuntersuchungen hergestellt. Um den 
Einfluss der Messtemperatur auf die Aufspaltungsmuster zu erfassen, wurden 
alle Untersuchungen bis auf Enoxaprin-Natrium bei zwei ausgewählten 
Temperaturen, 23 °C und 37 °C durchgeführt. Die Interaktionsuntersuchungen 
von den Heparinoiden mit Enoxaprin-Natrium konnten aufgrund eines 
Geräteausfalls nur bei 23 °C durchgeführt werden.  
Die eingesetzte affinitätskapillarelektrophoretische Methode, sowie die Trenn- 
und Spülbedingungen sind im Abschnitt 11.3.3 ausführlich beschrieben.         
6.2 Ergebnisse 
6.2.1 Wechselwirkungen von BSA mit Heparin 
In den Abbildungen 6-1 und 6-2 sind jeweils die BSA-Peaks ohne Zusatz von 
Heparin, und nach dem Zusatz von Heparin in aufsteigender Konzentration bei 
23 °C und 37 °C dargestellt. Bei den Messungen, die bei 23 °C durchgeführt 
wurden, erkennt man, dass von der Konzentration 0,5 mg/l bis zu der 
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Konzentration 500 mg/l keine große Veränderung der Peakform vorhanden ist, 
lediglich bei der Konzentration von 1000 mg/l kann man eine kleine 
Veränderung an der Spitze des Peaks erkennen (siehe Abbildung 6-1). Erhöht 
man die Temperatur auf 37 °C, beobachtet man einen Einfluss auf die 
Peakform bei den höheren Konzentrationen im Bereich von 100 mg/l bis 1000 
mg/l. Die Peaks werden unsymmetrisch, und es ist die Ausbildung einer 
Schulter zu erkennen (siehe Abbildung 6-2).     
 
 
 
6-1 BSA-Peaks ohne Heparin und nach dem Zusatz von Heparin in zwölf verschiedenen Konzentrationen, 
in Tris-Puffer 20 mM bei 23 °C. Der erste und der zweite Peak stellen jeweils den EOF-Marker bzw. BSA 
dar.      
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6-2 BSA-Peaks ohne Heparin und nach dem Zusatz von Heparin in zwölf verschiedenen Konzentrationen, 
in Tris-Puffer 20 mM bei 37 °C. Der erste und der zweite Peak stellen jeweils den EOF-Marker bzw. BSA 
dar. 
Die Interaktionsdiagramme sind in den Abbildungen 6-3 und 6-4 dargestellt. 
Dabei kann man eindeutig erkennen, dass die Erhöhung der Temperatur nicht 
nur einen Einfluss auf die Peakform, sondern auch die Stärke der Interaktionen 
hatte. Während die Messungen, die bei 23 °C durchgeführt wurden, keine 
signifikanten Interaktionen bei Heparinkonzentrationen von 0,5 mg/l bis 500 
mg/l zeigten (siehe Abbildung 6-3), beobachtete man bei den Messungen, die 
bei 37 °C durchgeführt wurden, schon ab einer Heparinkonzentration von ca. 50 
mg/l eine signifikante Interaktion (siehe Abbildung 6-4). Da bei den 37 °C-
Messungen eine Veränderung der Peakform zu erkennen war, die ab der 
Heparinkonzentration von ca. 150 mg/l auf das Vorliegen von zwei Spezies 
hindeutete, wurde bei den Berechnungen der Interaktionen die zweite Spezies 
auch mit berücksichtigt (siehe Abbildung 6-4).      
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6-3 Interaktionsdiagramm von BSA mit Heparin bei 23 °C.  
 
6-4 Interaktionsdiagramm von BSA mit Heparin bei 37 °C. 
 
   
1.Peak species 2.Peak species
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6.2.2 Wechselwirkungen von BSA mit PPS 
Wie man anhand der Abbildungen 6-5 und 6-6 eindeutig erkennen kann, hatte 
der Zusatz von PPS keinen großen Einfluss auf die Peakform von BSA. Bei den 
Messungen, die bei 23 °C durchgeführt wurde, hat sich die Spitze der BSA-
Peak von der PPS-Konzentration von 0,5 mg/l bis zu der höchsten 
Konzentration, 1000 mg/l kaum verändert, man konnte lediglich eine kleine 
Peak-Verbreiterung erkennen (siehe Abbildung 6-5). Das gleiche gilt auch für 
die 37 °C-Messungen. Auch bei diesen Messungen wurden die Peaks etwas 
breiter, aber sie wurden nicht aufgespalten. Die Spitze des BSA-Peaks wurde 
nach dem Zusatz von PPS in der höchsten Konzentration (1000 mg/l) flacher 
(siehe Abbildung 6-6).     
 
6-5 BSA-Peaks ohne PPS und nach dem Zusatz von PPS in zwölf verschiedenen Konzentrationen, in 
Tris-Puffer 20 mM bei 23 °C. Der erste und der zweite Peak stellen jeweils den EOF-Marker bzw. BSA dar.   
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6-6 BSA-Peaks ohne PPS und nach dem Zusatz von PPS in zwölf verschiedenen Konzentrationen, in 
Tris-Puffer 20 mM bei 37 °C. Der erste und der zweite Peak stellen jeweils den EOF-Marker bzw. BSA dar. 
Die Interaktionsdiagramme von den beiden Messungen verliefen etwa parallel 
(siehe Abbildungen 6-7 und 6-8). Sowohl bei den Messungen, die bei 23 °C 
durchgeführt wurden, als auch bei den 37 °C-Messungen erkennt man eine 
Vergrößerung der Interaktionsstärke zwischen BSA und PPS mit der Erhöhung 
der PPS-Konzentration (von 0,5 mg/l bis 20 mg/l). Diese Untersuchungen 
haben einerseits gezeigt, dass PPS im Gegensatz zu Heparin mit BSA 
interagiert, wobei die Stärte dieser Interaktion von der Konzentration der 
zugesetzten PPS abhängt. Auf der anderen Seite sind keine signifikanten 
Unterschiede zwischen den beiden Messserien bei 23 °C und 37 °C im Hinblick 
auf die Peakform und die Stärke der Interaktionen zu erkennen.       
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6-7 Interaktionsdiagramm von BSA mit PPS bei 23 °C. 
 
6-8 Interaktionsdiagramm von BSA mit PPS bei 37 °C. 
  
6.2.3 Wechselwirkungen von BSA mit Enoxaprin-Natrium  
Diese Untersuchungen wurden, wie bereits erwähnt, nur bei 23 °C 
durchgeführt. Die Abbildung 6-9 stellt die BSA-Peaks vor- und nach der 
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Interaktion mit Enoxaparin-Natrium dar, wobei keine Veränderung der Peakform 
beobachtet werden kann. Das Interaktionsdiagramm von BSA mit Enoxaparin-
Natrium ist der Abbildung 6-10 zu entnehmen. Erkennbar ist auch bei diesem 
Diagramm, dass ähnlich wie bei PPS, ab einer Konzentration von 20 mg/l keine 
Zunahme der signifikanten Wechselwirkungen zwischen BSA und Enoxaparin-
Natrium zu verzeichnen ist. Die Interaktionen sind dabei insgesamt etwas 
schwächer als die zwischen BSA und PPS.     
 
 
 
6-9 BSA-Peaks ohne Enoxaparin-Natrium und nach dem Zusatz von Enoxaparin-Natrium in zwölf 
verschiedenen Konzentrationen, in Tris-Puffer 20 mM bei 23 °C. Der erste und der zweite Peak stellen 
jeweils den EOF-Marker bzw. BSA dar. 
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6-10 Interaktionsdiagramm von BSA mit Enoxaparin-Natrium bei 23 °C.  
6.2.4 Wechselwirkungen von HSA mit Heparin 
HSA zeigte generell das interessante Phänomen, dass nach der Interaktion mit 
den Heparinoiden der HSA-Peak deutlich in zwei oder mehr Peaks 
aufgespalten wird, also neue Peaks und damit neue HSA-Spezies entstehen.  
Nach der Interaktion von HSA mit Heparin bei 23 °C konnte man eine deutliche 
Veränderung der Peakform schon ab einer Heparinkonzentration von 10 mg/l 
erkennen. Diese Veränderung entwickelte sich ab einer Heparinkonzentration 
von 20 mg/l in Form einer Aufspaltung in 2 Peaks. Ab einer 
Heparinkonzentration von 50 mg/l konnte man sogar eine 3-fache Aufspaltung 
bzw. das Erscheinen von 3 Peaks beobachten (siehe Abbildung 6-11). 
Ein ähnliches Aufspaltungsmuster war bei den Messungen, die bei 37 °C 
durchgeführt wurden, zu erkennen. In diesem Fall war eine Veränderung der 
Peakform schon ab einer Heparinkonzentration von 10 mg/l erkennbar. Ab einer 
Heparinkonzentration von 20 mg/l bis zu der Heparinkonzentration von 100 mg/l 
konnte man eine 2-fache, und ab einer Heparinkonzentration von 150 mg/l eine 
3-fache Aufspaltung, bzw. das Auftauchen von 3 Peaks erkennen (siehe 
Abbildung 6-12).      
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6-11 HSA-Peaks ohne Heparin und nach dem Zusatz von Heparin in zwölf verschiedenen 
Konzentrationen, in Tris-Puffer 20 mM bei 23 °C. Der erste und der zweite Peak stellen jeweils den EOF-
Marker bzw. HSA dar. 
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6-12 HSA-Peaks ohne Heparin und nach dem Zusatz von Heparin in zwölf verschiedenen 
Konzentrationen, in Tris-Puffer 20 mM bei 37 °C. Der erste und der zweite Peak stellen jeweils den EOF-
Marker bzw. HSA dar. 
Die Interaktionsdiagramme von HSA mit Heparin bei 23 °C und 37 °C sind in 
den Abbildungen 6-13 und 6-14 dargestellt. Betrachtet man den ersten Peak 
von HSA (blaue Punkte in den Diagrammen), erkennt man sowohl bei den 23 
°C-Messungen als auch bei den 37 °C-Messungen, dass von der 
Heparinkonzentration von 0,5 mg/l bis zu der Heparinkonzentration von 10 mg/l 
keine signifikanten Wechselwirkungen mit HSA vorhanden sind. Erst ab der 
Heparinkonzentration von 10 mg/l bis zu der Heparinkonzentration von 100 mg/l 
ist eine Steigerung der Interaktionsstärke mit der Zunahme der Konzentration 
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erkennbar. Die Stärke der Interaktionen bezogen auf den ersten Peak nimmt 
aber ab einer Heparinkonzentration von 150 mg/l wieder ab. Die Interaktionen 
bezogen auf die zweite (rote Punkte) und die dritte (grüne Punkte) Peak-
Spezies zeigen ein ähnliches Verhalten sind aber insgesamt stärker als die der 
ersten Spezies. 
Die Unterschiede zwischen den Messserien bei den zwei verschieden 
Temperaturen bestehen darin, dass bei den 23 °C-Messungen die dritte 
messtechnisch erfassbare Peak-Spezies schon ab einer Heparinkonzentration 
von 50 mg/l zu beobachten ist (siehe Abbildungen 6-11 und 6-13), während bei 
den 37 °C-Messungen dieser Peak erst später, und zwar ab der 
Heparinkonzentration von 150 mg/l auftritt (siehe Abbildungen 6-12 und 6-14).           
 
6-13 Interaktionsdiagramm von HSA mit Heparin bei 23 °C.   
1.Peak species 2.Peak species 3.Peak species
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6-14 Interaktionsdiagramm von HSA mit Heparin bei 37 °C.  
 
 
6.2.5 Wechselwirkungen von HSA mit PPS 
Die Wechselwirkungen zwischen HSA und PPS führten dazu, dass sich die 
HSA-Peaks in nur 2 Spezies aufgespalten haben. Sowohl bei den Messungen, 
die bei 23 °C durchgeführt wurden, als auch bei den 37 °C-Messungen kann 
man schon ab einer PPS-Konzentration von 5 mg/l eine kleine Aufspaltung 
erkennen (siehe Abbildungen 6-15 und 6-16). Je höher die PPS-Konzentration 
war, umso besser wurden die Peaks aufgelöst, sodass bei den höheren 
Konzentrationen zwei separierte, allerdings nicht basisliniengetrennte Peaks 
erkennbar waren. Der einzige Unterschied zwischen den beiden Temperatur-
Messserien bestand darin, dass bei den 23 °C-Messungen die erste Peak-
Spezies größer als die zweite Peak-Spezies war (siehe Abbildung 6-15), 
während dies bei den 37 °C-Messungen umgekehrt war (siehe Abbildung 6-16).     
1.Peak species 2.Peak species 3.Peak species
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6-15 HSA-Peaks ohne PPS und nach dem Zusatz von PPS in zwölf verschiedenen Konzentrationen, in 
Tris-Puffer 20 mM bei 23 °C. Der erste und der zweite Peak stellen jeweils den EOF-Marker bzw. HSA 
dar. 
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6-16 HSA-Peaks ohne PPS und nach dem Zusatz von PPS in zwölf verschiedenen Konzentrationen, in 
Tris-Puffer 20 mM bei 37 °C. Der erste und der zweite Peak stellen jeweils den EOF-Marker bzw. HSA 
dar. 
Die Interaktionsdiagramme von HSA und PPS sind den Abbildungen 6-17 und 
6-18 zu entnehmen. Man kann in erster Linie eine gewisse Parallelität zwischen 
den beiden Temperatur-Messserien beobachten. Eindeutig zu erkennen ist 
außerdem eine steigende Interaktionsstärke mit der Erhöhung der PPS-
Konzentration von ca. 3 mg/l bis etwa 20 mg/l. Ab der PPS-Konzentration von 
20 mg/l sind die Interaktionen relativ konstant geblieben, d. h. die Erhöhung der 
PPS-Konzentration führte zu keinen stärkeren Interaktionen. Diese 
Beobachtung gilt ebenfalls für die beiden Messserien. Weiterhin hervorzuheben 
ist, dass sich der Abstand zwischen den beiden Peak-Spezies (blaue und rote 
Punkte in den Interaktionsdiagrammen) ebenfalls von der PPS-Konzentration 
von 5 mg/l bzw. 10 mg/l bis zu der PPS-Konzentration von 20 mg/l vergrößert 
hat. Danach ist dieser Abstand konstant geblieben (siehe Abbildungen 6-17 und 
6-18).       
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6-17 Interaktionsdiagramm von HSA mit PPS bei 23 °C. 
 
6-18 Interaktionsdiagramm von HSA mit PPS bei 37 °C. 
  
6.2.6 Wechselwirkungen von HSA mit Enoxaprin-Natrium 
Ähnlich wie bei den BSA-Messungen wurden auch diese Messungen nur bei 23 
°C durchgeführt. Beachtenswert bei diesen Messungen war, dass sich die 
Peakform von HSA nach dem Zusatz von Enoxaparin-Natrium, im Gegensatz 
1.Peak species 2.Peak species 
1.Peak species 2.Peak species 
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zu Heparin und PPS, kaum verändert hat. Lediglich eine plateauähnliche 
Erhebung ist auf der rechten Seite der Peaks zu erkennen, aber man kann kein 
Splitting der Peaks beobachten (siehe Abbildung 6-19).    
 
6-19 HSA-Peaks ohne Enoxaparin-Natrium und nach dem Zusatz von Enoxaparin-Natrium in zwölf 
verschiedenen Konzentrationen, in Tris-Puffer 20 mM bei 23 °C. Der erste und der zweite Peak stellen 
jeweils den EOF-Marker bzw. HSA dar. 
Die Interaktionen zwischen HSA und Enoxaparin-Natrium sind in der Abbildung 
6-20 dargestellt. Signifikante Wechselwirkungen sind ab einer Enoxaprin-
Konzentration von 10 mg/l erkennbar. Ab dieser Konzentration ist der Verlauf 
der Interaktionsstärke mit den Interaktionen zwischen HSA und PPS 
vergleichbar.  
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6-20 Interaktionsdiagramm von HSA mit Enoxaparin-Natrium bei 23 °C.  
6.2.7 Zusätzliche Interaktionsuntersuchungen von anderen Chargen 
von BSA, HSA und rekombinantem HSA mit Heparinoiden in 
ausgewählten Konzentrationen    
Da die bisher durchgeführten Experimente nur mit ein und derselben Charge 
der jeweiligen Albumine durchgeführt wurden, konnte man anhand der 
erhaltenen Daten keine allgemeine Aussage über das Interaktionsverhalten 
anderer Chargen und Produkte der beiden Albumine treffen. Aus diesem Grund 
wurden Wiederholungsexperimente mit zwei zusätzlichen Chargen von BSA (# 
A2153, Sigma-Aldrich) und HSA (# A1887, Sigma-Aldrich) durchgeführt. 
Außerdem wurde ein rekombinantes HSA-Protein (rHSA, exprimiert in Pichia 
Pastoris, # A7736, Sigma-Aldrich) herausgesucht, um den Einfluss der 
Herstellungsprozesse auf das Interaktionsverhalten von HSA mit den 
Heparinoiden zu untersuchen. Die Heparinoide, Heparin, PPS und Enoxaprin-
Natrium wurden in 3 ausgewählten Konzentrationen, 3 mg/l, 10 mg/l und 20 
mg/l für die Untersuchungen eingesetzt. Die Untersuchengen wurden bei 23 °C, 
mit der im Abschnitt 11.3.3 beschriebenen affinitätskapillarelektrophoretischen 
Methode durchgeführt.  
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Die Interaktionsdiagramme sind in Abbildungen 6-21, 6-22 und 6-23 dargestellt. 
Diese Interaktionen waren im Allgemeinen vergleichbar mit den Ergebnissen, 
die bei den ursprünglichen Chargen erhalten wurden. In allen drei Fällen waren 
die Interaktionen mit PPS am stärksten und abhängig von der eingesetzten 
Konzentration. Daraus kann man schließen, dass sich die Stärke der 
Interaktionen unabhängig von der eingesetzten Charge immer gleich verhält.  
 
6-21 Interaktionsdiagramm von BSA (# A2153) mit PPS (blau), Enoxaparin-Natrium (rot) und Heparin 
(grün).  
PPS Enoxaparin Heparin 
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6-22 Interaktionsdiagramm von HSA (# A1887) mit PPS (blau), Enoxaparin-Natrium (rot) und Heparin 
(grün).  
 
6-23 Interaktionsdiagramm von rHSA (exprimiert in Pichia Pastoris, # A7736) mit PPS (blau), Enoxaparin-
Natrium (rot) und Heparin (grün).   
Betrachtet man aber die Peakform der jeweiligen Albumine nach den 
Interaktionen, erkennt man, dass das rekombinante HSA sich nicht wie andere 
HSA-Chargen verhält. Während bei den anderen HSA-Chargen eine 
Aufspaltung der Peaks bereits ab einer PPS-Konzentration von 5 mg/l zu 
PPS Enoxaparin Heparin 
PPS Enoxaparin Heparin 
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erkennen war, konnte man bei dem rekombinanten HSA keine Aufspaltung, 
selbst nach dem Zusatz von 20 mg/l PPS erkennen. Abbildung 6-24 zeigt das 
Beispiel des rHSA-Peaks nach Zusatz von 10 mg/l PPS. Interessanterweise 
kann man hier keine Aufspaltung erkennen, während alle anderen eingesetzten 
Albumin-Chargen genau wie die ursprünglich eingesetzten Chargen eine 
eindeutige Aufspaltung der Peaks zeigen. 
 
6-24 rHSA-Peak nach dem Zusatz von PPS 10 mg/l, in Tris-Puffer 20 mM bei 23 °C. Der erste und der 
zweite Peak stellen jeweils den Peak von dem EOF-Marker, und den rHSA-Peak dar.   
6.3 Zusammenfassung 
Die in diesem Abschnitt durchgeführten Untersuchungen haben erneut gezeigt, 
dass Heparinoide trotz gleicher Grundstruktur unterschiedliche Affinitäten zu 
Proteinen, in diesem Fall Albuminen, aufweisen. Bei den drei eingesetzten 
Heparinoiden, zeigte PPS die stärksten Interaktionen mit den beiden 
eingesetzten Albuminen, BSA und HSA, und zwar unabhängig von den 
eingesetzten Albumin-Chargen. Die Interaktionen von PPS mit HSA konnten 
bereits bei den niedrigen PPS-Konzentrationen (3 mg/l) festgestellt werden, 
eine Sättigung wurde bei einer PPS-Konzentration von 20 mg/l erreicht.  
Die Messungen bei den zwei unterschiedlichen Temperaturen zeigten, dass 
Heparin keine signifikanten Wechselwirkungen mit BSA bei 23 °C aufwies. 
Erhöhte man aber die Messtemperatur auf 37 °C, konnte man 
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Wechselwirkungen bei den höheren Heparinkonzentrationen feststellen, die mit 
eindeutigen Veränderungen der Peakform von BSA einhergingen.  
Das bemerkenswerteste Phänomen dieser affinitätselektrophoretischen 
Untersuchungen stellte die Aufspaltung von HSA-Peaks nach den Interaktionen 
mit Heparin und PPS dar. Die Bindung von Heparin und PPS an HSA scheint 
die Konformation des HSA-Moleküls so zu modifizieren, dass mehrere Peak-
Spezies erkennbar werden. Dieses Aufspaltungsverhalten konnte 
interessanterweise bei den Untersuchungen, die mit Enoxaparin-Natrium, ein 
niedermolekulares Heparin, durchgeführt wurden, nicht beobachtet werden.   
Die Untersuchungen, die mit den unterschiedlichen Albumin-Chargen 
durchgeführt wurden, haben gezeigt, dass sich nur das rekombinante HSA 
anderes verhält als alle anderen eingesetzten Chargen. Man konnte bei dem 
rHSA keine Aufspaltungen, selbst bei einer Heparinoid-Konzentration von 20 
mg/l beobachten.  
Abschließend ist eine Betrachtung im Hinblick auf die Heterogenität sehr 
interessant. Nach dem derzeitigen Stand der Forschung ist die genaue Ursache 
der Veränderung der Peakform von HSA noch unklar und muss genauer 
untersucht werden. Die Aufspaltung der Peaks könnte einerseits mit der 
Heterogenität der Albumine zusammenhängen, da sie bei rHSA nicht 
beobachtet werden konnte. Auf der anderen Seite könnte die Heterogenität der 
eingesetzten Heparinoide der Grund des unterschiedlichen 
Aufspaltungsverhaltens von HSA-Peaks sein, da dieses Verhalten bei 
Enoxaprin-Natrium nicht beobachtet werden konnte. Aus diesen Gründen ist es 
sehr wichtig, dieses Verhalten genauer zu untersuchen und zu verstehen, da 
Albumine und Heparinoide weit verbreitete Substanzen darstellen.                
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7 Einsatz kleiner Probenvolumina bei kommerziellen 
kapillarelektrophoretischen Instrumenten 
7.1 Grund des Einsatzes kleiner Probenvolumina 
Kapillarelektrophorese ist im Allgemeinen eine geeignete Technik zur 
Untersuchung von Arzneimitteln und Biopharmazeutika (siehe Abschnitt 2.1). 
Außerdem haben sich affinitätskapillarelektrophoretische Methoden in den 
letzten Jahren zur Untersuchung und Bewertung der Wechselwirkungen 
zwischen Proteinen und Arzneistoffen, sowie zwischen Proteinen und Peptiden 
als nützlich erwiesen (siehe Abschnitt 2.2). Viele Proteine, die aus der 
analytischen Sicht sehr wichtig sind, werden von den Herstellern in sehr kleinen 
Mengen (Mikrogramm-Bereich) angeboten. Dazu gehören beispielsweise 
zahlreiche Enzyme, Entzündungsfaktoren, Gerinnungsfaktoren und funktionelle 
Peptide. Außerdem sind die Preise, die für die kleinen Probenmengen von den 
Herstellern gefordert werden, extrem hoch. Zum Beispiel kostet der 
Gewebeinhibitor der Metalloprotease 3 (TIMP3) ca. 408 € pro 10 µg [76]. 
Aus diesen Gründen ist es wichtig, einen Weg zu finden, durch den das 
eingesetzte Probenvolumen reduziert werden kann. Zwar zeichnet sich die 
Kapillarelektrophorese durch sehr geringe Probenvolumina aus, die nur im 
Nanoliter-Bereich liegen, jedoch erfordern technische Gegebenheiten der 
Geräte den Einsatz wesentlich höherer Volumina, die für die Injektion effektiv 
zur Verfügung gestellt werden müssen. Das Probenvolumen, das in die 
Kapillare injiziert wird, lässt sich nach der Formel 7-1 berechnen [76,77].  
𝑉𝑖𝑛𝑗. = ∆𝑃.𝜋. 𝑟4. 𝑡8. 𝜂. 𝑙𝑔𝑒𝑠  (7-1)  
∆P:  Injektionsdruck [mbar] 
r: Innenradius der Kapillare [m] 
t: Injektionszeit [s] 
 lges: Kapillarlänge [m]  
η: Dynamische Viskosität [N.s.cm-2] 
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Demnach ist beispielsweise das injizierte Probenvolumen bei einer 
kapillarelektrophoretischen Untersuchung mit einer Kapillare, die eine 
Totallänge von 31 cm und einen Innendurchmesser von 50 µm aufweist, etwa 
14,8 nl, wenn die Probe bei einem Druck von 50 mbar 6 Sekunden injiziert wird.  
Weitere Vorteile des Einsatzes kleiner Probenvolumina sind geringerer Verlust 
von wertvollen Materialien und Erzeugung von kleineren Abfallmengen 
[76,78,79].  
7.2 Vorgehensweise, Probenvorbereitung und Eignungstest 
mittels Standardproteinen   
Die meisten kapillarelektrophoretischen Geräte, mit denen in der Forschung 
gearbeitet wird, haben Mikroliter- und Milliliter-Gefäße für die Proben im 
Angebot. Das Kapillarelektrophoresegerät, mit dem im Rahmen dieser Arbeit 
gearbeitet wurde (siehe Abschnitt 11.1.1), bietet 4-ml-Vials für Pufferlösungen, 
und Lösungen zur Spülungen, und 300 µl Vials für die Probelösungen an. Die 
Mikroliter-Vials sind so aufgebaut, dass sie ein gewisses Volumen am Boden 
des Gefäßes aufweisen, das von der Kapillare nicht zu erreichen ist (siehe 
Abbildung 11-2), das sogenannte Totvolumen. Da die effektive Länge der 
Kapillare in den meisten Fällen nicht einstellbar ist und vom Hersteller 
vorgegeben wird, kann das Totvolumen zur Analyse nicht verwendet werden. 
Selbst wenn die Kapillarlänge einstellbar wäre, würde die Gefahr bestehen, 
dass die Kapillare nach dem Erreichen der Gefäßbodens an dem 
Detektionsfenster durch den hohen Widerstand brechen würde.  
Aus diesen Gründen wurde als eine inerte, mit Wasser nichtmischbare 
Flüssigkeit, Silikonöl (siehe Abschnitt 11.3.4) eingesetzt, um das Totvolumen 
damit zu befüllen (siehe Abbildung 11-1). 
Für die Ermittlung des Totvolumens wurden aufeinanderfolgende Messungen 
von einem bekannten Protein (HSA) in verschiedenen Einsatz-Mengen 
durchgeführt. Dadurch wurde ein Totvolumen von 10 µl ermittelt. Somit konnte 
die eingesetzte Probenmenge auf mindestens die Hälfte reduziert werden, in 
dem die Proben in die mit Silikonöl befüllten Probengefäße auf die Silikonöl-
Schicht gegeben wurde (siehe Abbildung 11-2).  
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Zur Ermittlung der Eignung dieser Methode für die kapillarelektrophoretischen 
Untersuchungen wurden Experimente mit Standardproteinen, nämlich β-
Lactoglobulin (siehe Abschnitt 5.1.1), BSA (siehe Abschnitt 5.1.2), HSA (siehe 
Abschnitt 5.1.3), Myoglobin (siehe Abschnitt 5.1.4) und Ovalbumin (siehe 
Abschnitt 5.1.5) in Ab- und Anwesenheit von Silikonöl durchgeführt (siehe 
Abschnitt 11.3.3) und die Ergebnisse der Mobilitätsverhältnisse und 
Peakflächen miteinander verglichen.  
Außerdem wurden affinitätskapillarelektrophoretische Untersuchungen von HSA 
und Vitronectin (siehe Abschnitt 5.1.6) mit 3 verschiedenen Heparinoiden 
ebenfalls in Ab- und Anwesenheit von Silikonöl durchgeführt und der Einfluss 
von Silikonöl auf die untersuchte Affinitäten ermittelt.              
7.3 Ergebnisse 
7.3.1 Kapillarelektrophoretische Untersuchungen der 
Standardproteine in Ab- und Anwesenheit von Silikonöl   
Die Ergebnisse der kapillarelektrophoretischen Untersuchungen von den fünf 
eingesetzten Standardproteinen sind in Abbildungen 7-1 bis 7-3 dargestellt. 
Werden die Mobilitätsverhältnisse (siehe Abschnitt 2.2.4) betrachtet, wird 
beobachtet, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den Ergebnissen der 
Untersuchungen, die ohne Zusatz vom Silikonöl (siehe Abbildung 7-1) und 
derjenigen, die in Anwesenheit vom Silikonöl durchgeführt wurden (siehe 
Abbildung 7-2) zu erkennen ist.   
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7-1 R-Werte der Standardproteine, ermittelt in Abwesenheit vom Silikonöl.  
 
7-2 R-Werte der Standardproteine, ermittelt in Anwesenheit vom Silikonöl.   
 
Ebenso hat die Auswertung der Peakflächen der untersuchten Proteine in Ab- 
und Anwesenheit von Silikonöl keinen signifikanten Unterschied und keinen 
negativen Einfluss des eingesetzten Silikonöls auf die Ergebnisse gezeigt 
(siehe Abbildung 7-3). 
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7-3 Vergleich der ermittelten Peakflächen der eingesetzten Standardproteinen in Ab- und Anwesenheit 
vom Silikonöl.  
7.3.2 Affinitätskapillarelektrophoretische Untersuchungen von HSA 
und Vitronectin in Ab- und Anwesenheit von Silikonöl   
Es wurde eine schon bekannte affinitätskapillarelektrophoretische Methode 
(siehe Abschnitt 11.3.3) zur Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen 
zwei Proteinen, nämlich HSA und Vitronectin und den 3 Heparinoiden 
Enoxaprin-Natrium (siehe Abschnitt 2.3.2.2), Heparin (siehe Abschnitt 2.3.2.1) 
und PPS (siehe Abschnitt 2.3.2.4) herangezogen, um den Einfluss von Silikonöl 
auf die Ergebnisse zu beobachten. Wie es in der Abbildung 7-4 gut zu erkennen 
ist, hatte Silikonöl keinen signifikanten und negativen Einfluss auf die 
Ergebnisse der Affinitäten über die Dauer der Analyse.  
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7-4 Affinitätsuntersuchungen von HSA und Vitronectin mit Enoxaparin-Natrium, Heparin und PPS, ermittelt 
in Ab- und Anwesenheit vom Silikonöl. 
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7.4 Zusammenfassung 
Die Verwendung von Silikonöl zur Füllung des Totvolumens war sehr 
erfolgreich und lieferte hochreproduzierbare Ergebnisse. Die erreichte 
Reduktion des eingesetzten Probevolumens auf 10 µl ist ein akzeptables 
Volumen für routinemäßige kapillarelektrophoretische Untersuchungen und 
dieses komplette Volumen konnte nahezu verlustfrei injiziert werden. Da viele 
wertvolle Proteinproben sehr teuer sind und meistens in einer Menge von 10 µg 
geliefert werden, kann man mit dieser Methode eine gut nachweisbare 
Probenkonzentration von 1 mg/ml herstellen und das gesamte Volumen für die 
Untersuchungen einsetzen. Ein weiterer Punkt des Einsatzes von mindestens 
10 µl Probenvolumen besteht darin, dass damit die Gefahr des Probenverlustes 
durch die Verdunstungseffekte minimal gehalten werden kann [76]. 
Diese Methode der Probenreduktion wurde bei den Folgeexperimenten von P-
Selektin, die im Kapitel 8 behandelt werden, erfolgreich verwendet.  
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8 Untersuchung der Wechselwirkungen des 
Adhäsionsproteins P-Selektin mit Heparinoiden  
8.1 Struktur und physiologische Funktion von P-Selektin 
P-Selektin ist ein wichtiges Protein in der Koagulationskaskade und gehört zur 
Familie der Selektine [80,81]. Selektine sind eine Gruppe von 
Adhäsionsproteinen, die auf Leukozyten, Blutplättchen und Endothelzellen 
präsentiert werden. Je nach zellulärer Lokalisation unterteilt man die Selektine 
in drei Unterklassen. E-Selektin befindet sich auf Endothelzellen, L-Selektin ist 
auf Leukozyten lokalisiert und P-Selektin kann man sowohl auf Thrombozyten 
als auch auf Endothelzellen finden [82–84]. Alle Selektine weisen einen 
ähnlichen Aufbau auf. Sie gehören zur Klasse der Lektine, das sind Proteine mit 
spezifischen Bindungsstellen für Kohlenhydrate, die sich auf der Zelloberfläche 
befinden [85]. Da die Kohlenhydratbindung bei den Selektinen abhängig von 
der Anwesenheit von Ca2+-Ionen ist, werden die Selektine der Gruppe der C-
Typ-Lektine zugeordnet [85,86]. Der allgemeine Aufbau der Selektine sieht 
folgendermaßen aus: An dem Amino-Terminus befindet sich eine Lektin-
Domäne, die aus etwa 120 Aminosäuren zusammengesetzt ist [87], und eine 
Sequenzhomologie von ca. 65 % innerhalb der drei Selektine aufweist [88]. 
Nach dieser Domäne folgt ein epidermaler Wachstumsfaktor (EGF)-ähnlicher 
Bereich mit 35 bis 40 Aminosäuren [88]. Dieser Domäne folgt eine Reihe von 
sogenannten „Short Consensus Repeats“ (SCRs), die je nach Selektin, variabel 
in der Anzahl sind. Jede SCR besteht aus etwa 60 Aminosäuren [88]. Die 
Aneinanderreihung von den SCRs spielt eine wichtige Rolle für die räumliche 
Ausdehnung der Selektine auf der Zelloberfläche [88]. Die Anzahl der SCRs ist 
ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal von den Selektinen [88]. Während 
humanes L-Selektin nur zwei SCRs aufweist, sind E-Selektin und P-Selektin mit 
6 bzw. 9 SCRs wesentlich längere Selektine [88]. Die Selektine sind in der 
Zellmembran über eine Transmembran-Region verankert, der eine 
abschließende C-terminale zytoplasmatische Domäne folgt [88]. Selektine 
ermöglichen im Allgemeinen den ersten temporären Kontakt zwischen 
Leukozyten und Endothelzellen, bei dem die Leukozyten langsamer werden 
und die Zellsignale, wie endotheliale Mediatoren, aufnehmen können [88,89]. 
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Der allgemeine Aufbau von den Selektinen ist in der Abbildung 8-1 schematisch 
dargestellt.    
 
8-1 Schematische Darstellung des Selektin-Aufbaus. A: P-Selektin, B: E-Selektin, C: L-Selektin. Quelle: 
Eigene Darstellung in Anlehnung an [82].  
P-Selektin (Synonym: GMP140, CD62P oder PADGEM) [90,91] ist ein Protein 
mit einem Molekulargewicht von 140 kDa, das in Alpha-Granulaten von 
Thrombozyten und in den Weibel-Palade-Körpern der Endothelzellen konstitutiv 
exprimiert und produziert wird [82,91–95]. Das Präsentieren von P-Selektin auf 
der Zelloberfläche wird durch zwei verschiedene Mechanismen gesteuert. Nach 
der Stimulation der Zellen mit Histamin, Thrombin oder Phorbolester, wird P-
Selektin aus den Speicherkörpern mobilisiert, wobei die maximale Expression 
von P-Selektin innerhalb von 5 Minuten an der Zelloberfläche erreicht wird 
[83,92]. Zusätzlich wird P-Selektin durch Aktivierung der Transkription, z.B. 
TNF-Alpha neu synthetisiert. P-Selektin wird dann durch Endozytose 
internalisiert [83,96].  
Der Ligand von P-Selektin, der in den letzten Jahren gut erforscht und 
charakterisiert wurde, wird P-Selektin-Glykoperotein-Ligand-1 (PSGL-1) 
genannt [83,93]. PSGL-1 gehört zur Familie der Mucin-ähnlichen Proteine, die 
hydrophile Glykoproteine mit verzweigten Kohlenhydratketten darstellen. PSGL-
1 ist ein langgestrecktes Homodimer, wobei die Dimere über eine 
Disulfidbrücke miteinander verknüpft sind. Das Molekulargewicht von PSGL-1 
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beträgt ca. 240 kDa [96]. PSGL-1 unterliegt zwei posttranslationalen 
Modifikationen, die für seine Bindungsaktivität essentiell sind: eine Sulfatierung 
[97], und die Addition des Tetrasaccharids Sialyl-Lewisx (sLex) zu seinen O-
verknüpften Glykanen [98,99]. Die Homodimerstruktur von PSGL-1 ist 
wahrscheinlich für seine hochaffine Bindung an P-Selektin notwendig [95,100–
102]. Durch eine Wechselwirkung mit PSGL-1 bewirkt P-Selektin die Bildung 
von Thrombozyten-Leukozyten-Aggregationen, bei denen die Bindung 
zwischen Neutrophilen an Thrombozyten oder Neutrophilen an Endothelzellen 
vermittelt wird [100,103]. Darüber hinaus ist P-Selektin zusammen mit den 
anderen Selektinen an der Signaltransduktion beteiligt [103]. Bestimmte Signale 
verleihen den Leukozyten die Aktivierung, die Migration und die 
Wechselwirkung mit dem P-Selektin, durch die Leukozyten die unmittelbare 
Nähe zur aktivierten Gefäßwand erreichen [89,104] (siehe Abbildung 8-2). 
Außerdem spielt P-Selektin bei den Thrombozyt-Plättchen-Wechselwirkungen 
eine wichtige Rolle, die für die Bildung der Thrombozyten-Aggregate bei 
Gefäßverletzungen zuständig sind [89,104]. Die Thrombozytenaggregation ist 
ebenfalls ein wichtiger Faktor bei der arteriellen Thrombose. Eine ungewöhnlich 
erhöhte Expression von P-Selektin auf Thrombozyten findet sich bei den 
Erkrankungen, die mit arterieller Thrombose einhergehen, wie koronare 
Herzkrankheiten, Herzinfarkt, Schlaganfall und periphere arterielle 
Erkrankungen [104,105]. Weiterhin wurde bei einer Vielzahl von Herz-Kreislauf-
Erkrankungen ein erhöhter Plasmaspiegel von gelöstem P-Selektin gefunden 
[104,105]. Darüber hinaus induziert die Wechselwirkung von P-Selektin mit 
seinem natürlichen Liganden, PSGL-1, eine erhöhte Produktion von 
Gewebefaktoren und von verschiedenen Zytokinen in Leukozyten, und 
unterstützt somit einen prothrombotischen Zustand [104,105].  
Aus diesen Gründen ist es von großer Bedeutung, die Wechselwirkungen von 
P-Selektin mit seinen potentiellen Inhibitoren (z.B. Heparin [106]) zu erforschen 
und zu untersuchen. Dies könnte neue Therapieansätze für die Erkrankungen 
bringen, bei denen eine erhöhte Expression von P-Selektin eine entscheidende 
Rolle spielt. 
Untersuchung der Wechselwirkungen des Adhäsionsproteins P-Selektin mit 
Heparinoiden 
 
71 
 
 
8-2 Schematische Darstellung der humanen Selektine und des „Rollens“ von Leukozyten. Quelle: Eigene 
Darstellung in Anlehnung an [82].   
8.2 Affinitätskapillarelektrophoretische Untersuchungen unter 
Volumenreduktion 
Wie im Kapitel 7 beschrieben, erwies sich der Einsatz kleiner Probenvolumina 
als eine vorteilhafte Methode, vor allem bei den Proben, die relativ hohe Kosten 
aufweisen. Zu den wertvollen Proteinen mit hohen Kosten gehört u.a. P-
Selektin. Für die affinitätskapillarelektrophoretischen Untersuchungen von P-
Selektin wurde das eingesetzte Probenvolumen mit der unter Abschnitt 11.3.4 
beschriebenen Methode, von 20 μl auf 10 μl reduziert. Das Protein wurde in 50 
μg-Menge vom Hersteller geliefert. Unmittelbar nach dem Erhalt wurde die 
gesamte Menge von gelieferten P-Selektin in Tris-Puffer gelöst, in fünf 
Portionen je 10 μl aliquotiert und sofort eingefroren. Somit konnte man für jede 
Untersuchungsserie eine Portion unmittelbar vor der Messung auftauen.        
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8.2.1 Versuchsaufbau und eingesetzte Heparinoide  
Die affinitätskapillarelektrophoretischen Untersuchungen von P-Selektin und 
zwei Heparinoiden, PPS (siehe Abschnitt 2.3.2.4) und Heparin (siehe Abschnitt 
2.3.2.1) wurden in einem ersten Schritt, wie gewohnt, in einer unbeschichteten 
Kapillare durchgeführt. Da die Adsorption des relativ großen Proteins, P-
Selektin, an der Kapillarwand sehr hoch war, konnten keine Peak-Signale 
erfasst und dementsprechend keine Ergebnisse erzielt werden. Aus diesem 
Grund wurden die nachfolgenden Untersuchungen in einer LPA-beschichteten 
Kapillare, mit der Methode, die unter dem Abschnitt 11.3.5 beschrieben ist, 
durchgeführt.  
Die beiden Heparinoide wurden in den Konzentrationen von 0,5 mg/l, 1 mg/l, 2 
mg/l, 3 mg/l, 5 mg/l, 50 mg/l und 100 mg/l eingesetzt.  
Da das P-Selektin für die Wechselwirkung mit seinem natürlichen Liganden, 
PSGL-1 im Körper, auf das Vorhandensein von Ca2+-Ionen angewiesen ist, 
mussten für die Affinitätsuntersuchungen Ca2+-Ionen zugesetzt werde. Dazu 
wurden zwei verschiedene Ca2+-Ionen-Lösungen, 1 mmol/l und 2 mmol/l 
hergestellt (aus CaCl2.2H2O-Stammlösung: siehe Tabelle 11-7), mit denen die 
Untersuchungen durchgeführt wurden. Um aber Aussagen über das 
Bindungsverhalten von P-Selektin gegenüber den beiden Heparionoiden bei 
fehlenden Ca2+-Ionen zu gewinnen, wurden die Untersuchungen auch in 
Abwesenheit von Ca2+-Ionen durchgeführt. Somit konnten die Affinitäten in Ab- 
und Anwesenheit von Ca2+-Ionen miteinander verglichen und die Stärke der 
jeweiligen Bindungen ermittelt werden.      
8.2.2 Ergebnisse 
Die Ergebnisse der affinitätskapillarelektrophoretischen Untersuchungen sind in 
der Abbildung 8-3 dargestellt. Eindeutig zu erkennen ist, dass wenn auch 
schwache Wechselwirkungen zwischen P-Selektin und den Heparinoiden 
bestehen. Allerdings ist das Ausmaß der Mobilitätsverschiebung nicht stark 
ausgeprägt und nicht auffällig, obwohl die Wirkung der Heparinoide auf P-
Selektin schon in niedrigen mg/l-Konzentrationen messbar ist, die offensichtlich 
mit dem Vorhandensein von Ca2+-Ionen verknüpft ist (siehe Abbildung 8-3, B 
und C). Auf den ersten Blick weisen die Bindungskurven mit maximaler Steilheit 
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zwischen 2 und 5 mg/l nur eine mäßige Bindungsstärke auf. Allerdings sollte in 
Betracht gezogen werden, dass P-Selektin ein relativ großes Protein (140 kDa) 
ist. Dementsprechend ist die Veränderung des Ladung-Masse-Verhältnisses, 
die aus den Wechselwirkungen resultiert, im Vergleich zu den Studien, bei 
denen kleine Proteine untersucht werden, verhältnismäßig gering [107].  
Die Messung der Wechselwirkungen wurde zunächst mit sechs ausgewählten 
Heparinoidkonzentrationen (0,5, 1, 2, 5, 50 und 100 mg/l) durchgeführt. Um 
betätigen zu können, dass die Datenpunkte eine echte Bindungskurve 
darstellen, wurden die Untersuchungen mit PPS 1 mg/l, 50 mg/l und Heparin 50 
mg/l teilweise wiederholt. Außerdem wurde noch zusätzlich eine Konzentration 
von jeweils 3 mg/l Heparinoid, auf die Wechselwirkung mit P-Selektin 
untersucht (siehe Abbildung 8-4, A-C). Es wurde angenommen, dass eine 
Konzentration von etwa 3 mg/l nahe dem Wendepunkt der Bindungskurve 
liegen muss. Die Auswertung der Ergebnisse hat diese Annahme bestätigt.  
Anhand der beiden Abbildungen 8-3 und 8-4 kann man erkennen, dass PPS 
und Heparin keine signifikanten Wechselwirkungen mit P-Selektin ohne Zusatz 
von Ca2+-Ionen zeigen (Abbildungen 8-3, A und 8-4, A). Der Zusatz von Ca2+-
Ionen führte zur folgenden Beobachtung: Unterhalb einer 
Heparinoidkonzentration von 3 mg/l konnte man lediglich eine Wechselwirkung 
von P-Selektin mit Ca2+-Ionen beobachten, die zu einer Verschiebung der 
∆R/Rf-Werte in die positiven Richtung führte. Erst ab einer 
Heparinoidkonzentration von 3 mg/l konnten die Interaktionen von P-Selektin 
mit den Heparinoiden erfasst werden. Die Anwesenheit von Ca2+-Ionen und das 
Zusammenspiel von den Ca2+-Ionen zusammen mit Heparinoiden ab einer 
Konzentration von 3 mg/l führten dazu, dass P-Selektin offenbar insgesamt 
negativer geladen wurde. Dementsprechend tauchten die ∆R/Rf-Werte im 
negativen Bereich auf. Darüber hinaus kann man erkennen, dass weder eine 
Erhöhung der Ca2+-Konzentration noch der Heparinoid-Konzentration zu einer 
Stärkung der Wechselwirkungen führte. Durch die Erhöhung der Ca2+-Ionen-
Konzentration konnte lediglich eine bessere Auflösung der Peaks erreicht 
werden (siehe Abbildung 8-5). Das Wechselwirkungsdiagramm zeigte eine 
sigmoidale Kurve, aus der die Konzentration der halbmaximalen Wirkung der 
Heparinoide von etwa 3 mg/l abgeleitet werden könnte. Interessanterweise 
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haben Wang et al. über einen IC50-Wert von 3 μM Heparin zur Hemmung der 
Adhäsion von A375-Zellen am immobilisierten P-Selektin berichtet, der in einer 
ähnlichen Größenordnung liegt [108]. 
Die beobachtete Steigung der Kurve ist allerdings sehr steil, was durch die 
Beteiligung von mehr als zwei Komponenten erklärt werden kann. Die anderen 
Komponenten könnten Konformationsvarianten von P-Selektin sein, die durch 
die anfängliche Bindung von Liganden an P-Selektin induziert werden. Diese 
Zwischenstufen werden entweder durch Ligandbindung, die über sekundäre 
Bindungsstellen stattfinden, oder durch Bildung größere Komplexe, wie eine 
Dimerisierung von P-Selektin, stabilisiert. Sekundäre Bindungsstellen wurden 
bereits für Heparin auf Antithrombin III gefunden, die die Wechselwirkung mit 
Thrombin modifizieren [109]. Weiterhin würde der Erhalt einer sigmoidalen 
Kurve darauf hindeuten, dass P-Selektin mehrere Bindungsstellen für Liganden 
aufweist, und die Bildung einer kooperativen Bindung wahrscheinlich ist. Die 
kooperative Bindung erfolgt in Bindungssysteme, die mehr als eine Spezies von 
Molekülen enthalten. In solchen Systemen kann eine Spezies mehr als ein 
Molekül der anderen Spezies binden. Diese Art der kooperativen Bindung tritt 
bei vielen biologisch wichtigen Proteinen auf [110]. In diesen Fällen kann der 
genaue Wert der Bindungskonstante aus der Bindungskurve nicht direkt 
abgeleitet werden, wie es bei P-Selektin auch sehr wahrscheinlich der Fall ist. 
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8-3 Interaktionen von P-Selektin mit PPS und Heparin in sieben verschiedenen Konzentrationen, in 20 
mmol/l Tris-Puffer, pH 7,4. A: Ohne Zusatz von Ca2+-Ionen, B: Nach Zusatz von 1 mM Ca2+-Ionen, C: 
Nach Zusatz von 2 mM Ca2+-Ionen.    
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8-4 Interaktionen von P-Selektin mit PPS und Heparin, Wiederholungsexperiment mit 1 mg/l PPS, 50 mg/l 
PPS, 50 mg/l Heparin und eine zusätzliche Konzentration von 3 mg/l von beiden Heparinoiden, in 20 
mmol/l Tris-Puffer, pH 7,4. A: Ohne Zusatz von Ca2+-Ionen, B: Nach Zusatz von 1 mM Ca2+-Ionen, C: 
Nach Zusatz von 2 mM Ca2+-Ionen.   
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8-5 Elektropherogramm von P-Selektin (195 nm) nach dem Zusatz von 100 mg/l PPS als Ligand, in 
Anwesenheit von 2 mM Ca2+-Ionen in der Pufferlösung. Erster Peak: Acetanilid, zweiter Peak: P-Selektin. 
In 20 mmol/l Tris-Puffer, pH 7,4.  
   
8.3 Computergestütztes Docking mit MOE  
Da die affinitätskapillarelektrophoretischen Untersuchungen (Abschnitt 8.2) 
keine eindeutigen Aussagen über die Affinitätsstärken der Heparionoide zu P-
Selektin zuließen, und sich auch keine Erkenntnisse über die Natur der 
Heparionoid - P-Selektin-Bindestellen ableiten ließen, sollte mit Hilfe von 
Computermodellen versucht werden, hier einen Einblick zu gewinnen.Dazu 
wurde das bewährte Programm, MOETM (Molecular Operating Environment, 
Chemical Computing Group ULC) für diesbezügliche Docking Experimente 
verwendet. Docking charakterisiert die Einpassung von Liganden in die 
Bindetasche eines potentiellen Targets mit Hilfe eines chemoinformatischen 
Modells. Die generierten Bindungsposen werden mit Hilfe einer geeigneten 
Scoring Funktion z.B. nach ihrer freien Bindungsenergie geordnet werden und 
lassen dann Rückschlüsse auf die Bindungsaffinitäten zu. 
8.3.1 Einführung, Versuchsbedingungen und Validierung der 
verwendeten Methode  
Um den Komplexitätsgrad der Berechnungen, der beim Docking langkettiger 
Polysaccharide  entsteht, zu vermindern, wurde stellvertretend für Heparin das 
synthetische Pentasaccharid und kürzeste bekannte Heparionoid Fondaparinux 
als Modellsubstanz ausgewählt. Analog dazu wurden fünf Saccharid-Einheiten 
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von PPS verwendet, um die gleiche Anzahl der Einheiten, und 
dementsprechend eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erhalten.. 
Um den Bindungsmodus des Antikoagulans Fondaparinux und PPS zu P-
Selektin ermitteln zu können, wurde in einem ersten Schritt die Protein 
Datenbank (PDB) [111] nach einer geeigneten Kristallstruktur von P-Selektin, 
die mit einem Antagonisten kokristallisiert wurde, durchsucht. Da eine solche  
Kristallstruktur in der Datenbank nicht enthalten war, wurde die Suche 
erweitertund richtete sich diesmal auf ein mit einem Agonisten kokristallisiertes -  
P-Selektin. Es wurde eine Kristallstruktur aus zwei Domänen, Lektin und EGF-
Domäne (nachfolgend als Di-Domäne bezeichnet), des menschlichen P-
Selektins, kokristallisiert mit Sialyl-Lewisx (PDB-Code 1G1R) gefunden [112]. 
Sialyl-Lewisx hat eine agonistische Wirkung an P-Selektin. Um die Eignung der 
gefundenen Di-Domäne von P-Selektin (1G1R) für die Docking-Studien von 
Fondaparinux und PPS zu bestätigen, war zu überprüfen, ob sowohl Agonisten 
als auch Antagonisten an die gleiche Bindetasche von P-Selektin binden. Da, 
wie schon erwähnt, keine Kristallstruktur von P-Selektin mit einem Antagonisten 
gefunden werden konnte, wurde ein Sequenz-Alignment mit der gefundenen Di-
Domäne (1G1R) mit Hilfe des Programms BLAST durchgeführt [113], um 
ähnliche Proteine in der PDB-Datenbank zu finden, die mit einem Selektin-
Antagonisten kokristallisiert sind. Das beste Ergebnis war hier eine 
Kristallstruktur bestehend aus Lektin/EGF Di-Domäne und zwei SCR-Domänen 
(nachfolgend als Tetra-Domäne bezeichnet), die eine strukturelle 
Übereinstimmung von 62 % mit der Di-Domäne (1G1R) hatte. Die gefundene 
Tetra-Domäne ist eine Teilstruktur von E-Selektin, das mit einem 
Glycomimetikum als seinem Antagonisten kokristallisiert wurde (PDB-Code: 
4C16) [114–116]. Die N-Acetyl-D-Glucosamin (GlcNAc)-Mimik [117] übt eine 
antagonistische Wirkung auf E-Selektin mit einer Affinität von KD = 19 μM aus 
[118]. Eine sehr wichtige Voraussetzung für die richtige Durchführung der 
Docking-Studien war festzustellen, ob der Agonist, Sialyl-Lewis-x und der 
Antagonist, N-Acetyl-D-Glucosamin (GlcNAc)-Mimik an die gleiche Bindetasche 
gebunden werden. Dazu wurden die Kristallstrukturen der Di- und Tetra-
Domänen (1G1R und 4C16) in MOE 2013.08 [119] hochgeladen und überlagert 
(siehe Abbildung 8-6). 
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8-6 Strukturüberlagerung von Lektin/EGF-Domänen (Di-Domäne) von P-Selektin (1G1R), rosa dargestellt, 
und Lektin/EGF und zwei SCR-Domänen (Tetra-Domäne) von E-Selektin (4C16), grau dargestellt.   
Darüber hinaus war von großer Bedeutung, die richtigen Einstellungen (z.B. 
Docking-Protokoll und Methode zur Platzierung) für vernünftige Docking-
Studien von Fondaparinux und PPS ableiten zu können. Zu diesem Zweck 
wurde ein sogenanntes „Re-Docking“ durchgeführt. Das heißt, dass versucht 
wurde, das Glycomimetikum, N-Acetyl-D-Glucosamin (GlcNAc)-Mimik, durch 
variierende Docking-Einstellungen nochmal in dieselbe Bindetasche an der 
Tetra-Domäne (4C16) zu docken. Die strukturelle Übereinstimmung zwischen 
dem kokristallisierten Antagonisten und dem durch das Redocking gefundene 
Pose des Antagonisten wurde durch die Standardabweichung („Root Mean 
Square Deviation“ (RMSD)) in Å bestimmt. Je kleiner die RMSD-Werte sind, 
desto wahrscheinlicher ist es, dass die ausgewählten Einstellungen bei den 
eigentlichen Docking-Studien realitätsnahe Ergebnisse liefern.  
Die komplexe Vorbereitung und das Redocking wurden mit Hilfe von MOE 
2013.08 [119] durchgeführt. Folgende Einstellungen wurden vorgenommen: 
Amber 10: EHT wurde als Kraftfeld ausgewählt und das Lösungsmittelmodell 
wurde auf den Reaktionsfeldmodus gesetzt. Die Kristallstruktur der Tetra-
Domäne des E-Selektins (4C16) wurde als Protein definiert, während das 
kokristallisierte Glycomimetikum als Ligand diente. Das Protein wurde in MOE 
hochgeladen und die Wassermoleküle wurden entfernt. Strukturelle Probleme 
wurden korrigiert und die Protonierung an die zuvor beschriebenen 
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kapillarelektrophoretische Untersuchungsbedingungen angepasst (T [K] = 
296,5, pH = 7,4, Salzkonzentration [mol / l] = 0,1). Zwei Docking-Protokolle 
„Rigid Receptor“ und „Induced Fit“ wurden nacheinander ausgeführt. Das Rigid 
Receptor Docking-Protokoll hält das Protein während des Dockings starr, 
während das Induced Fit Docking-Protokoll die Bindungstasche des Proteins 
als flexibel betrachtet. Der „Triangle Matcher“ diente als Platzierungsmethode 
für den Liganden in die Bindetasche des Proteins. Die erhaltenen Posen 
wurden zunächst mit der „Scoring-Funktion ASE“ (ASE = Alpha Sphere und 
Exclusion Sphere Ligand-Protein Docking) bewertet. Danach wurde eine 
Verfeinerung der Posen auf Basis des Amber 10: EHT-Kraftfeldes durchgeführt. 
Die hierbei erhaltenen „Scores“ werden in kcal / mol angegeben und sind ein 
Maß für die potentielle Energie des Liganden. Je niedriger eine score, desto 
günstiger ist die entsprechende Pose. Die beim Redocking erhaltenen Posen 
wurden in einer Molecular Database Datei (.mdb) gespeichert. Der RMSD-Wert 
zwischen jeder Redocking-Pose und der ursprünglichen Liganden Position aus 
der Kristallstruktur wurde beurteilt und ausgewertet. 
Die optimalen Einstellungen des Redockings wurden anschließend auf die 
Docking-Studien übertragen. Die Kristallstruktur der Di-Domäne von P-Selektin 
(PDB-Code 1G1R) diente als Protein, während Fondaparinux und PPS als 
Liganden zum Docking verwendet wurden. Alle Docking-Studien wurden mit 
Hilfe von MOE 2013.08 [119] durchgeführt. Die Liganden Fondaparinux und 
PPS wurden in MOE hochgeladen und energieminimiert. Darüber hinaus 
wurden Konformere der beiden Liganden erzeugt und als .mdb gespeichert. Die 
Docking-Studien wurde mit dem Rigid Receptor Docking-Protokoll durchgeführt, 
da dieses Protokoll zuvor die besten Ergebnisse erzielte. Alle Konformere von 
beiden Liganden wurden mit und ohne Berücksichtigung des Calcium-Ions 
gedockt. Zusätzlich wurde ein Docking auf der Proteinoberfläche durchgeführt. 
Dieser Schritt wurde ausgeführt, um zu überprüfen, ob die Liganden 
möglicherweise nicht nur in der Bindetasche, sondern zusätzlich auch auf der 
Oberfläche des Proteins gebunden werden können. Alle Posen wurden 
hinsichtlich ihrer Bindungsmodi und ihrer entsprechenden Scores beurteilt. Um 
den Einfluss der Calcium-Ionen auf die Konformation des Proteins zu ermitteln, 
wurde vor und nach der Entfernung aller Calcium-Ionen eine 
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Energieminimierung durchgeführt und die erhaltenen Konformationen wurden 
mit MOE 2013.08 [119] überlagert.             
8.3.2 Ergebnisse 
Die Bindetaschen aus der strukturellen Überlagerung der Kristallstruktur der Di-
Domäne von P-Selektin (PDB-Code 1G1R, hellgrau) und der Kristallstruktur der 
Tetra-Domäne des E-Selektins (PDB-Code 4C16, dunkelgrau) sind in der 
Abbildung 8-7 dargestellt. Wie aus dieser Abbildung eindeutig zu erkennen ist, 
bindet das Glycomimetikum (in Abbildung 8-7 lila dargestellt) als Antagonist an 
der gleichen Stelle der Selektine, wie Sialyl-Lewisx (in Abbildung 8-7 orange 
dargestellt) als Agonist. Durch diese Überlagerung kann gezeigt werden, dass 
Agonisten und Antagonisten identische Bindungsorte an den zuständigen 
Domänen der Selektine aufweisen. Aus diesem Grund konnte die Di-Domäne 
von P-Selektin (PDB-Code 1G1R) für die weiteren Docking-Untersuchungen 
von Fondaparinux und PPS verwendet werden.  
 
8-7 Strukturelle Überlagerung von den Bindetaschen der Kristallstrukturen der Di-Domäne von P-Selektin 
(PDB-Code 1G1R, hellgrau) und der Kristallstruktur der Tetra-Domäne des E-Selektins (PDB-Code 4C16, 
dunkelgrau), Glycomimetikum als Antagonist (lila) und Sialyl-Lewis-x als Agonist (orange). 
Für die Durchführung der Docking-Studie wurde, wie schon erwähnt, ein 
sogenanntes Redocking im Vorfeld durchgeführt. Dazu wurden zwei Docking-
Protokolle „Rigid Receptor“ und „Induced Fit“ verwendet (siehe Abschnitt 8.3.1). 
Jede Redocking-Pose aus den beiden Protokollen wurde dann mit dem 
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ursprünglichen Liganden aus der Kristallstruktur der Tetra-Domäne des E-
Selektins (PDB-Code 4C16) verglichen, die RMSD-Werte ermittelt und 
ausgewertet. Die Abbildung 8-8 zeigt die Redocking-Posen mit dem niedrigsten 
RMSD-Wert aus dem Rigid Receptor Protokoll (RMSD = 0,7155 Å, links in der 
Abbildung) und dem Induced Fit Protokoll (RMSD = 0,7586 Å, rechts in der 
Abbildung). Die Liganden aus den beiden Docking-Protokollen (in der Abbildung 
8-8 grün dargestellt) reproduzieren zum großen Teil die ursprüngliche 
Liganden-Pose (in der Abbildung 8-8 lila dargestellt) aus der Kristallstruktur. Da 
das Docking-Protokoll Rigid Receptor den kleineren RMSD-Wert lieferte, wurde 
dieses Protokoll für die nachfolgenden Docking-Studien verwendet. 
 
8-8 Die Redocking-Posen mit dem niedrigsten RMSD-Wert aus dem Rigid Receptor Docking (links), und 
aus dem Induced Fit Docking (rechts); Liganden aus den beiden Docking-Protokollen (grün), Liganden aus 
der ursprünglichen Kristallstruktur (lila). 
Mit den Erkenntnissen aus den Redocking-Untersuchungen wurden die 
Docking-Studien mit Fondaparinux und PPS an die Di-Domäne von P-Selektin 
(PDB-Code 1G1R) durchgeführt. Abbildung 8-9 zeigt die besten gedockten 
Posen von PPS, auf der einen Seite unter Berücksichtigung der Ca2+-Ionen 
(links in der Abbildung 8-9), und auf der anderen Seite in Abwesenheit von 
Ca2+-Ionen (rechts in der Abbildung 8-9). Bei Anwesenheit von Ca2+-Ionen 
nimmt das PPs eine Konformation ein, bei dem zwei Sulfatreste mit dem 
Erdalkali-Ion wechselwirken können. Dadurch nimmt die Stärke der Interaktion 
zwischen dem PPS und der Di-Domäne von P-Selektin zu, was in einem etwas 
Untersuchung der Wechselwirkungen des Adhäsionsproteins P-Selektin mit 
Heparinoiden 
 
83 
 
besseren Score zum Ausdruck kommt (-11,2849 kcal/mol mit Ca2+ gegenüber -
10,7133 kcal/mol ohne Ca2+).         
 
8-9 Die besten gedockten Posen von PPS an die Di-Domäne von P-Selektin in Anwesenheit (links) und 
Abwesenheit (rechts) von Ca2+-Ionen.   
Die gleichen Docking-Untersuchungen wurden anschließend mit Fondaparinux 
als Ligand durchgeführt. Die besten ausgewerteten Posen von Fondaparinux in 
Anwesenheit (links) und Abwesenheit (rechts) von Ca2+-Ionen sind in der 
Abbildung 8-10 dargestellt. Analog zu PPS nimmt Fondaparinux auch hier eine 
Konformation ein, bei der zwei Sulfatreste mit einem Ca2+-Ion interagieren 
Entsprechend ergibt sich auch in diesem Fall bei Anwesenheit von Ca2+-Ionen 
ein besserer Score als bei Abwesenheit von Ca2+-Ionen. 
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8-10 Die besten gedockten Posen von Fondaparinux an die Di-Domäne von P-Selektin in Anwesenheit 
(links) und Abwesenheit (rechts) von Ca2+-Ionen.    
Um mögliche andere Bindungsstellen für Fondaparinux bzw. PPS  an P-
Selektin zu finden, wurden die beiden Liganden abschließend in einem 
sogenannten Blind-Docking Ansatz untersucht. Hiebei wurde die Oberfläche der 
Kristallstruktur der Di-Domäne von P-Selektin (PDB-Code 1G1R), unter 
Ausschluss der vorher identifizierten Bindetaschen, als Suchgebiet definiert. 
Abbildung 8-11 zeigt die energetisch günstigsten gedockten Posen von 
Fondaparinux (lila) und PPS (grün). Dieser Abbildung ist zu entnehmen, dass 
beide Liganden, Fondaparinux und PPS, in einiger Entfernung von den 
definierten Bindetaschen (auf der Abbildung erkennbar durch Sialyl-Lewis-x in 
orange) auf der Oberfläche von der Di-Domäne gedockt werden. Dabei ist 
anzumerken, dass sowohl die Docking-Pose von Fondaparinux (-14,656 
kcal/mol) als auch von PPS (-13,998 kcal/mol) bessere Scores geliefert haben 
als bei den Docking-Studien, bei denen nur eine definierte Bindetasche als 
Dockingort festgelegt wurde.    
An dieser Stelle ist wichtig zu erwähnen, dass diese Bindestellen, die auf der 
Oberfläche von der Di-Domäne gefunden wurden, nicht als endgültig bestätigte 
Bindetaschen von den Heparinoiden auf P-Selektin betrachtet werden dürfen. 
Vielmehr handelt es sich  hier zunächst um Vorversuche, die zwar weiterer 
Bestätigung bedürfen aber doch die Vermutung nahelegen, dass es mehr als 
eine Bindestelle für Heparinoide auf P-Selektin gibt (siehe Abschnitt 8.2). 
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8-11 Die besten gedockten Posen von Fondaparinux (lila) und PPS (grün) auf der Oberfläche der 
Kristallstruktur der Di-Domäne von P-Selektin (1G1R).  
8.4 Zusammenfassung 
Die durchgeführten affinitätskapillarelektrophoretischen Untersuchungen der 
Heparinoide und P-Selektin haben gezeigt, dass Affinitätskapillarelektrophorese 
auf der einen Seite zur Ermittlung der Stärke der Interaktionen, und auf der 
anderen Seite zur Bestimmung der halbmaximalen Konzentration der 
Wechselwirkungen eingesetzt werden kann. Somit konnte eine halbmaximale 
Konzentration der Heparinoide von 3 mg/l ermittelt werden. Allerdings war das 
Ausmaß der Wechselwirkungen zwischen den Heparinoiden und dem P-
Selektin auf Grund der Größe des P-Selektins, und der dementsprechend 
geringen Änderung des Ladung-Masse-Verhältnisses nicht stark ausgeprägt. 
Desweiteren konnte durch diese Untersuchungen eindeutig gezeigt werden, 
dass Calcium-Ionen einen entscheidenden Einfluss auf die Wechselwirkungen 
von Heparinoiden mit dem P-Selektin haben.   
Die Computermodelle und die Docking-Studien haben den Einfluss von 
Calcium-Ionen auf die Wechselwirkungen zwischen Heparinoiden und P-
Selektin bestätigt. 
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Außerdem konnten die Docking-Studien bestätigen, dass für die Heparinoide 
mit mehr als einer Bindestelle auf dem P-Selektin gerechnet werden muss. 
Diese Feststellung korrespondiert mit den affinitätskapillarelektrophoretischen 
Untersuchungen,  die gegen eine 1:1 Bindungsstöchiometrie sprechen und eine 
kooperative Bindung nahelegen. 
Abschließend ist erwähnenswert, dass ähnlich wie bei den vorangegangenen 
Protein-Heparinoid-Untersuchungen geringe Unterschiede im 
Bindungsverhalten der verschiedenen Heparinoide festgestellt werden konnten, 
obwohl alle Heparinoide eine ähnliche chemische Struktur aufweisen.    
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9 Untersuchung der Wechselwirkungen von toxischen 
Urinsubstanzen mit Heparinoiden  
9.1 Einführung: Urothel und Interstitielle Zystitis 
Interstitielle Zystitis (interstitial cystitis IC), auch häufig schmerzhaftes 
Blasensyndrom (painful bladder syndrome; PBS) genannt, ist ein Sammelbegriff 
für ein urologisches Krankheitsbild, welches mit den typischen Symptomen, wie 
Harndrang, häufigem Wasserlassen und brennenden Schmerzen einhergeht 
[120–122]. Dabei handelt es sich um eine chronische Entzündung der 
Harnwege ohne den Nachweis einer bakteriellen Infektion. Der Verlauf dieser 
Entzündung ist schwer vorherzusagen und geschieht meistens in Schüben. 
Diese Erkrankung tritt bei den Frauen häufiger als bei den Männern auf, und ist 
sehr schwer diagnostizierbar [120,123]. In der Medizin ist über viele Jahren, je 
nach genauen Symptomen, zwischen IC und PBS unterschieden worden. Aber 
aufgrund der Vielfältigkeit der Symptome, und der Schwierigkeit der 
Unterscheidung zwischen IC und PBS in der Diagnose, verwendet die 
Internationale Kontinenzgesellschaft (ICS) einen kombinierten Begriff „IC / PBS“ 
bzw. „PBS / IC“ als Standardisierung der Terminologie für Symptome der 
unteren Harnwege [121,124].  
Bei der IC / PBS geht man davon aus, dass die schützende Schleimschicht 
(Glykosaminoglykan(GAG)-Schicht), die sich auf der Deckzellschicht des 
Blasenepithels [125,126] (Urothel) befindet, geschädigt ist  [120,123] (siehe 
Abbildung 9-1). Dabei können die toxischen und irritierenden Substanzen, die 
sich im Urin befinden, in direkten Kontakt mit der Blasenwand kommen, sie 
durchdringen und die typischen Symptome dieser Erkrankung auslösen 
[121,127]. Die Schmerzen entstehen einerseits durch die Depolarisation der 
Muskeln und Nerven, und andererseits durch die Freisetzung der 
inflammatorischen Mediatoren von den Mastzellen [123,128].     
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9-1 Schematische Darstellung von dem Aufbau des Blasenepithels (Urothel). Quelle: Eigene Darstellung 
in Anlehnung an [125,126]. 
Der Grund, weshalb es zu einer Schädigung der GAG-Schicht kommt, ist noch 
unklar. Die GAG-Schicht besteht aus sulfatierten Polysacchariden, die sehr 
polar (hoch negativ geladen) und sehr hydrophil sind [127]. Diese 
Eigenschaften von GAG führen dazu, dass GAG Wassermoleküle aus dem Urin 
mit höherer Affinität als andere Kationen binden. Dadurch werden die 
Wassermoleküle in der GAG-Schicht gefangen und das Ganze bildet eine 
undurchlässige physikalische Barriere gegen gelöste Ionen, die sich im Urin 
befinden, und schützt somit die Blasenwand und die untere Zellschichten vor 
den schädigenden Urinsubstanzen [127] (siehe Abbildung 9-2 B). Bestimmte 
Kationen, wie quartäre Amine haben ebenfalls eine sehr hohe Affinität zu den 
sulfatierten Polysacchariden und können mit der GAG-Schicht interagieren 
[120], Wassermoleküle ersetzen und diese Schicht dadurch zerstören [127] 
(siehe Abbildung 9-2 C). Man nimmt an, dass durch die Gabe von Heparin und 
heparinähnlichen Substanzen, wie PPS [17] die geschädigte GAG-Schicht zum 
Teil regeneriert werden kann und die Barriere wieder hergestellt wird (siehe 
Abbildung 9-2 D). Aus diesem Grund kommen Heparinoide u. a. in der Therapie 
von IC / PBS häufig zum Einsatz [123,128]. 
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9-2 Schematische Darstellung der GAG-Barriere; A: GAG-Schicht ohne gebundene Wassermoleküle, B: 
GAG-Schicht mit den gebundenen Wassermolekülen, C: Zerstörung der GAG-Schicht durch die für diese 
Schicht toxischen Urinsubstanzen, D: Regeneration der GAG-Schicht durch die Gabe von Heparinoiden. 
Quelle: Eigene Darstellung in Anlehnung an [17,127]. 
Eine Gruppe der kationischen Substanzen, die sich im Urin befinden, sind 
Metabolite der Nukleoside, die als kationische Fraktionen im Urin bezeichnet 
werden. Parsons et al. haben bei einer Untersuchung diese Substanzen aus 
dem Urin von Patienten mit IC / PBS und dem gesunden Probanden isoliert und 
identifiziert. Dabei wurde festgestellt, dass im Vergleich zu gesunden 
Probanden im Urin der Patienten mit IC / PBS höhere Mengen von 
Nukleosidmetaboliten zu finden waren [129].  
Bei den Metaboliten der Nukleinsäuren handelt es sich meistens um methylierte 
Nukleoside. In dieser Arbeit wurden zwei Nukleosidmetabolite auf ihre 
Wechselwirkung mit Heparinoiden mittels der ACE untersucht (siehe Abschnitt 
9.2 – 9.4). 
9.2 Untersuchte Substanzen 
9.2.1 N7-Methylguanosin  
N7- Methylguanosin ist ein modifiziertes Purinnukleosid (siehe Abbildung 9-3). 
Dabei ist die Base Guanosin an der Position N7 methyliert und besitzt eine 
positive Ladung. Parsons et al. haben festgestellt, dass dieser Metabolit eine 
Zytotoxizität von 20 % aufweist, und im Urin der Patienten mit IC / PBS 
vermehrt zu finden ist [129]. Zur Ermittlung der Zytotoxizität wurden die 
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isolierten kationischen Fraktionen auf kultivierte Urothelzellen gegeben, 
wodurch das Ausmaß der Toxizität dieser Fraktionen ermittelt wurde [129]. 
 
9-3 Struktur von N7- Methylguanosin (Quelle: Pubchem, Open Chemistry Database, 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/7-methylguanosine#section=Top). 
9.2.2 N6-Methyladenosin 
N6-Methyladenosin ist, ähnlich der Substanz N7- Methylguanosin, ebenfalls ein 
modifiziertes Purinnukleosid (siehe Abbildung 9-4). Bei diesem Metaboliten hat 
eine Methylierung an der Position N6 stattgefunden. N6-Methyladenosin besitzt 
bei dem pH-Wert von 7,4 keine Ladung. Die Zytotoxizität von Methyladenosin 
wurde von Parsons et al. auf etwa 51 % geschätzt (beschrieben als 1- 
Methyladenosin in seiner Arbeit). Auch dieser Metabolit wurde bei den 
Patienten mit IC / PBS vermehrt im Urin gefunden [129].  
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9-4 Struktur von N6-Methyladenosin (Quelle: Pubchem, Open Chemistry Database, 
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/102175#section=Top). 
9.3 Versuchsaufbau und Ziele  
Die beiden Substanzen N7- Methylguanosin und N6-Methyladenosin wurden 
mittels einer affinitätskapillarelektrophoretischen Methode (siehe Abschnitt 
11.3.6) auf ihre Wechselwirkungen mit Heparin und PPS untersucht. Dabei 
wurden zwei Versuchsanordnungen zugrunde gelegt. N7- Methylguanosin 
wurde aufgrund des Vorhandenseins einer positiven Ladung bei pH 7,4 direkt 
auf die Interaktionen mit den Heparinoiden untersucht. Da N6-Methyladenosin 
bei pH 7,4 keine Ladung trägt, würde bei dem Elektropherogramm der Peak 
von N6-Methyladenosin genau auf das Signal des EOF-Markers fallen und nicht 
auswertbar werden. Aus diesem Grund wurden bei N6-Methyladenosin indirekte 
Messungen mit Hilfe von HSA als Hilfsprotein durchgeführt, und die Peaks von 
HSA für die Auswertung der Ergebnisse als Bezugspeak genommen. Da die 
Interaktionen von HSA mit den Heparinoiden bekannt waren (siehe Abschnitt 
6), konnte durch die Zugabe von N6-Methyladenosin indirekt festgestellt 
werden, welchen Einfluss N6-Methyladenosin auf die Wechselwirkungen hat, 
und wie stark es mit den Heparinoiden in Wechselwirkung tritt. Es wurden zwei 
Inkubationen vorgenommen, nämlich die Inkubation von N6-Methyladenosin in 
HSA und die Inkubation von N6-Methyladenosin in die jeweiligen Liganden 
(siehe Abschnitt 11.3.6). Für die Durchführung der indirekten Messungen 
wurden im ersten Schritt die Interaktionen von reinem HSA mit Heparin und 
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PPS in jeweils 9 verschiedene Konzentrationen, nämlich 1 mg/l, 3 mg/l, 10 mg/l, 
20 mg/l, 50 mg/l, 100 mg/l, 500 mg/l, 1000 mg/l und 1500 mg/l untersucht. 
Danach wurde eine Mischung aus HSA und N6-Methyladenosin als Probe 
genommen und die Wechselwirkungen dieser Mischung mit Heparin und PPS 
in ebenfalls jeweils 9 obengenannten Konzentrationen gemessen. Im letzten 
Schritt wurde N6-Methyladenosin in die jeweiligen Stammlösungen von Heparin 
und PPS gegeben, sodass diese Stammlösungen jeweils eine 
Endkonzentration von 2 g/l von dem jeweiligen Heparinoid und N6-
Methyladenosin erreichten. Danach wurden die Stammlösungen in die 
obengenannten 9 Konzentrationen weiterverdünnt und die Wechselwirkungen 
davon mit reinem HSA untersucht. Somit konnte festgestellt werden, wie sich 
die jeweiligen Inkubationen auf die Wechselwirkungen auswirken. 
Ziel dieser Versuchsreihen war, festzustellen, ob und wie stark die Heparinoide 
mit den toxischen Urinsubstanzen interagieren. Für den Fall einer tatsächlich 
nachweisbaren Wechselwirkung sollten die toxischen Urinsubstanzen durch 
diese Interaktionen von den Heparinoiden neutralisiert werden, bevor sie in 
Kontakt mit der GAG-Schicht kommen und sie beschädigen.               
9.4 Ergebnisse 
9.4.1 N7-Methylguanosin  
Für die direkte Messung der Interaktionen von N7- Methylguanosin mit den 
Heparinoiden wurden zuerst acht verschiedene Konzentrationen, nämlich 1 
mg/l, 3 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l, 50 mg/l, 100 mg/l, 500 mg/l, 1000 mg/l von dem 
jeweiligen Heparinoid verwendet. Die Probelösung von N7- Methylguanosin 
wurde in einer Konzentration von 1 mg/ml hergestellt.     
Abbildung 9-5 zeigt das Interaktionsdiagramm von N7- Methylguanosin mit 
Heparin, und die Abbildung 9-6 stellt das Interaktionsdiagramm von N7- 
Methylguanosin mit PPS dar.  
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9-5 Interaktionsdiagramm von N7- Methylguanosin mit Heparin. 
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9-6 Interaktionsdiagramm von N7- Methylguanosin mit PPS. 
Anhand dieser Interaktionsdiagramme ist festzustellen, dass es bei den 
niedrigeren Konzentrationen von Heparinoiden (1 mg/l – 100 mg/l) schwache 
Wechselwirkung mit N7- Methylguanosin gibt. Erst ab einer Konzentration von 
500 mg/l ist eine starke Wechselwirkung erkennbar. Bei den Interaktionen von 
PPS mit N7- Methylguanosin wurde bei der Konzentration von 1000 mg/l eine 
weitere Verstärkung der Wechselwirkung beobachtet, was bei Heparin nicht der 
Fall war. Um einen Messfehler bei Heparin 1000 mg/l auszuschließen, wurden 
die Untersuchungen zum Teil wiederholt (500 mg/l und 1000 mg/l) und um eine 
zusätzliche Konzentration von 1500 mg/l erweitert. 
Abbildungen 9-7 und 9-8 zeigen die Interaktionsdiagramme von Heparin und 
PPS mit N7- Methylguanosin in den genannten Konzentrationen.  
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9-7 Interaktionsdiagramm von N7- Methylguanosin mit Heparin in zwei wiederholten und einer zusätzlichen 
Konzentration.   
 
9-8 Interaktionsdiagramm von N7- Methylguanosin mit PPS in zwei wiederholten und einer zusätzlichen 
Konzentration.   
Nach der Auswertung der Ergebnisse der Zusatzuntersuchengen konnte die 
Annahme belegt werden, dass es sich bei der ersten Messung von Heparin 
1000 mg/l um einen Messfehler handelte. Der Trend, dass mit der Erhöhung 
der Heparinoid-Konzentration die Stärke der Wechselwirkung zunimmt, 
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bestätigte sich. Die beiden Heparinoide zeigen jeweils bei einer Konzentration 
von 1500 mg/l die stärkste Wechselwirkung mit N7-Methylguanosin.     
9.4.2 N6-Methyladenosin 
Für die indirekte Messung der Interaktionen von N6-Methyladenosin mit den 
Heparinoiden wurden ebenfalls zuerst acht verschiedene Konzentrationen, 
nämlich 1 mg/l, 3 mg/l, 10 mg/l, 20 mg/l, 50 mg/l, 100 mg/l, 500 mg/l, 1000 mg/l 
von dem jeweiligen Heparinoid genommen. Für diese Untersuchungen wurden 
jeweils zuerst die Interaktionen von HSA mit der Verdünnungsreihe des 
jeweiligen Heparinoids gemessen. Danach wurden die Inkubationen 
durchgeführt und die Interaktionen der jeweiligen Inkubation untersucht (siehe 
Abschnitt 9.3). Abbildung 9-9 zeigt die Interaktionsdiagramme von HSA / N6-
Methyladenosin mit Heparin, und die Abbildung 9-10 stellt die 
Interaktionsdiagramm von HSA / N6-Methyladenosin mit PPS dar (beides 
bezogen auf die erste Peak-Spezies von HSA).  
 
9-9 Interaktionsdiagramm Heparin; Blau: Interaktionen von HSA mit Heparin, Rot: Interaktionen von (HSA 
+ Methyladenosin) mit Heparin, Grün: Interaktionen von HSA mit (Heparin + Methyladenosin).  
HSA Interaktionen mit Heparin (HSA+Methyladenosin) Interaktionen mit Heparin HSA Interaktionen mit (Heparin+Methyladenosin)
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9-10 Interaktionsdiagramm PPS; Blau: Interaktionen von HSA mit PPS, Rot: Interaktionen von (HSA + 
Methyladenosin) mit PPS, Grün: Interaktionen von HSA mit (PPS + Methyladenosin). 
 
 
Die Abbildung 9-9 zeigt, dass bei den niedrigeren Konzentrationen von Heparin 
(1 mg/l – 100 mg/l) keine eindeutigen Unterschiede der Wechselwirkungen vor 
und nach der Inkubation zu erkennen sind. Die Inkubation von HSA mit N6-
Methyladenosin verstärkte die Wechselwirkungen mit Heparin, die bei den 
höheren Konzentrationen von Heparin (500 mg/l und 1000 mg/l) erkennbar 
sind. Die Inkubation von N6-Methyladenosin mit Heparin zeigte jedoch keine 
deutlichen Unterschiede zwischen den Wechselwirkungen vor und nach der 
Inkubation. 
Bei der Abbildung 9-10 kann man dahingegen ein klares Verhalten feststellen. 
Die Unterschiede der verschiedenen Inkubationen und deren Einflüsse auf die 
Wechselwirkungen, vor allem bei den höheren PPS Konzentrationen (500 mg/l 
und 1000 mg/l) sind in diesem Fall besser erkennbar. Ohne die Zugabe von N6-
Methyladenosin gab es ziemlich starke Wechselwirkung von HSA mit PPS 
(blaue Punkte in dem Diagramm). Die Inkubation von HSA mit N6-
HSA Interaktionen mit PPS (HSA+Methyladenosin) Interaktionen mit PPS HSA Interaktionen mit (PPS+Methyladenosin)
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Methyladenosin führte zu einer Erhöhung der Affinität von PPS zu HSA (rote 
Punkte im Diagramm). Die Inkubation von PPS mit N6-Methyladenosin 
verringerte auf der anderen Seite die Stärke der Wechselwirkungen mit HSA 
(grüne Punkte im Diagramm). Dieses Ergebnis würde bedeuten, dass PPS das 
N6-Methyladenosin abgefangen hat und PPS demzufolge nicht in ausreichender 
Menge zur Interaktion mit HSA zur Verfügung stand. Dieses Verhalten konnte 
bei den höheren PPS Konzentrationen (500 mg/l und 1000 mg/l) eindeutig 
erkannt werden.       
In einem weiteren Schritt wurde bei den Untersuchungen von N6-
Methyladenosin auch eine höhere zusätzliche Konzentration von 1500 mg/l 
untersucht.  
Abbildungen 9-11 und 9-12 zeigen die Interaktionsdiagramme von Heparin und 
PPS mit HSA / N6-Methyladenosin in der genannten Konzentration (beides 
bezogen diesmal auf die zweite Peak-Spezies von HSA).    
 
9-11 Interaktionsdiagramm Heparin; Blau: Interaktionen von HSA mit Heparin, Rot: Interaktionen von (HSA 
+ Methyladenosin) mit Heparin, Grün: Interaktionen von HSA mit (Heparin + Methyladenosin). 
HSA Interaktionen mit Heparin
(HSA+Methyladenosin) Interaktionen mit Heparin
HSA Interaktionen mit (Heparin+Methyladenosin)
Untersuchung der Wechselwirkungen von toxischen Urinsubstanzen mit 
Heparinoiden 
 
99 
 
 
9-12 Interaktionsdiagramm PPS; Blau: Interaktionen von HSA mit PPS, Rot: Interaktionen von (HSA + 
Methyladenosin) mit PPS, Grün: Interaktionen von HSA mit (PPS + Methyladenosin).  
 
Die Abbildungen 9-11 und 9-12 zeigen, dass bei einer Heparinoid-
Konzentration von 1500 mg/l ein ähnliches Bindungsverhalten zu erkennen war. 
Das bedeutet, dass die Inkubation von HSA mit N6-Methyladenosin zu einer 
Erhöhung der Wechselwirkungen mit den Heparinoiden geführt hat, dagegen 
führte eine Inkubation von N6-Methyladenosin mit dem jeweiligen Heparinoid zu 
einer Verringerung der Wechselwirkung mit HSA.   
 
 
 
 
  
HSA Interaktionen mit PPS
(HSA+Methyladenosin) Interaktionen mit PPS
HSA Interaktionen mit (PPS+Methyladenosin)
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9.5 Zusammenfassung 
Die affinitätskapillarelektrophoretischen Untersuchungen der zwei toxischen 
Urinsubstanzen zeigten, dass die Heparinoide in der Lage sind, aufgrund einer 
Interaktion diese Substanzen im Urin abzufangen. Diese Erkenntnis würde 
bedeuten, dass die Wirkung der Heparinoide nicht nur über die Regeneration 
der GAG-Schicht zu erklären wäre, sondern auch dadurch, dass sie die 
toxischen Substanzen im Urin abfangen und damit eine Schädigung der GAG-
Schicht verhindern können. Außerdem konnte gezeigt werden, dass die 
Konzentration der eingesetzten Heparinoide von großer Bedeutung ist. Für eine 
effiziente Wirkung werden höhere (> 500 mg/l) Konzentrationen von 
Heparinoiden benötigt. Sowohl die direkten Messungen als auch die indirekten 
Messungen konnten diese Annahme bestätigen.   
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10 Zusammenfassung und Ausblick 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen haben gezeigt, dass die 
Affinitätskapillarelektrophorese (ACE) eine Methode darstellt, die vom 
Grundsatz her sowohl für Bindungsstudien von kleinen Teilchen, wie 
Metallionen, als auch von großen Molekülen, wie Polysacchariden, geeignet ist. 
Für die Gewinnung signifikanter Ergebnisse ist jedoch entscheidend, dass die 
Methode auf das jeweilige Trennproblem spezifisch angepasst wird. Für die 
Untersuchung von Metallionen, die eine starke Neigung dazu haben, an der 
Kapillarwand zu adsorbieren (Ni2+-Ionen) hat sich die Anwendung einer EDTA-
haltigen Natronlauge-Lösung zur Spülung der Kapillare als sehr vorteilhaft 
erwiesen. Affinitätsuntersuchungen von großen Proteinen wie P-Selektin 
erfordern die Verwendung einer beschichteten Kapillare mit einer darauf 
speziell abgestimmten Methode. 
Bei den Affinitätsuntersuchungen von Heparinoiden, die in dieser Arbeit 
vorgestellt wurden, konnte gezeigt werden, dass sich die einzelnen Heparinoide 
trotz der strukturellen Ähnlichkeit bezüglich ihrer Bindung an ausgewählten 
Proteinen unterschiedlich verhalten. Im Fall von PPS und Fondaparinux 
konnten mit Hilfe von Computermodellen und Docking-Untersuchungen 
mögliche Bindungsstellen an einer Domäne von P-Selektin ermittelt und der 
Einfluss von Ca2+-Ionen auf die Bindung herausgearbeitet werden. Bei einigen 
Albuminen ergab sich die interessante Beobachtung, dass durch eine 
Interaktion mit Heparinoiden der ursprünglich einheitliche Proteinpeak 
aufgespalten wird. Dies wird zunächst im Sinne einer Konformationsänderung 
gedeutet, wobei die unterschiedliche Heterogenität der Albumine eine Rolle zu 
spielen scheint. Eine genauere Untersuchung dieses Phänomens steht aber 
noch aus und sollte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 
Ein weiterer wichtiger Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf einer 
Volumenreduktion der eingesetzten Proben. Es konnte gezeigt werden, dass 
man mit einer einfachen inerten Flüssigkeit das Totvolumen der Probengefäße 
so befüllen kann, dass diese Maßnahme keinen Einfluss auf die 
Affinitätsuntersuchungen der Proteine mit den Heparinoiden hat.     
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11 Experimenteller Teil 
11.1 Material 
11.1.1 Gerät und Software 
Für alle durchgeführten Experimente wurde das Kapillarelektrophoresegerät 
PrinCE-C760 (Prince Technologies, Emmen, Niederlande) mit einem 
Diodenarray-Detektor (DAD) verwendet. Das Integrieren und die Auswertung 
der Elektropherogramme erfolgten durch die Software DAX3d, die ebenfalls von 
Prince Technologies auf das Kapillarelektrophoresegerät installiert wurde. Die 
Elektropherogramme wurden bei 197 nm und 214 nm aufgenommen.  
Die Auswertung der Daten für die Wechselwirkungsdiagramme erfolgte mit Hilfe 
von Microsoft Office Excel® 2007 und die Elektropherogramme wurden mit 
Microsoft Windows Paint® dargestellt. Für die Erstellung der Strukturformeln von 
Heparinoiden sowie für die schematischen Darstellungen dieser Arbeit wurde 
ChemBio3D Ultra von der Firma PerkinElmer® verwendet.          
11.1.2 Eingesetzte Kapillare 
Alle eingesetzten Kapillaren wurden von Polymicro Technologies (Phoenix, 
Arizona, USA) zur Verfügung gestellt.  
Die meisten durchgeführten kapillarelektrophoretischen Messungen wurden in 
unbeschichteten bare fused-silica Kapillaren mit einer Gesamtlänge von 31 cm 
(22,5 cm effektive Länge) durchgeführt. Die eingesetzten unbeschichteten 
Kapillaren hatten einen Innendurchmesser von 50 μm und einen 
Außendurchmesser von 363 μm. 
Für die kapillarelektrophoretischen Untersuchungen von Protamin und P-
Selektin wurden beschichtete linear polyacrylamide (LPA) Kapillaren verwendet. 
Die für die Protamin-Untersuchungen eingesetzten beschichteten Kapillaren 
hatten einen Innendurchmesser von 75 μm, einen Außendurchmesser von 364 
μm und eine Gesamtlänge von 49 cm (40,5 cm effektive Länge). Die 
Untersuchengen von P-Selektin wurden in beschichtete Kapillaren mit einem 
Innendurchmesser von 100 μm, einem Außendurchmesser von 362 μm und 
einer Gesamtlänge von 40 cm (31,5 cm effektive Länge) durchgeführt.  
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Für das Detektionsfenster wurde die äußere Polyimidbeschichtung aller 
Kapillaren mit einem Feuerzeug abgebrannt. Die noch verbliebenden 
Russpartikel wurden anschließend mit Hilfe von Isopropanol oder Aceton 
entfernt. Außerdem wurden die beiden Enden der Kapillaren, die in die Vials 
eintauchen zwecks präziserer Ergebnisse ebenfalls abgebrannt.  
Die neuen Kapillaren wurden vor der ersten Anwendung wie folgt vorbereitet:  
Die neuen unbeschichteten Kapillaren wurden zuerst mit 1 mol/L Natronlauge 
für 40 Minuten bei 1000 mbar konditioniert. Anschließend wurde die Kapillare 
mit Wasser für 10 Minuten ebenfalls bei 1000 mbar durchgespült. Daraufhin 
erfolgte eine Spülung der Kapillare mit der verwendeten Pufferlösung (Tris) für 
30 Minuten bei 2500 mbar, um einen gleichmäßigen EOF herzustellen. 
Die neuen LPA beschichteten Kapillaren wurden vor der ersten Anwendung nur 
mit der Pufferlösung (Acetat oder Tris) für 30 Minuten bei 1200 mbar 
durchgespült und danach direkt für die Messungen verwendet.        
11.1.3 Reagenzien und Chemikalien 
Die eingesetzten Chemikalien und Reagenzien sind in der Tabelle 11-1 
zusammengefasst.  
Tabelle 11-1 Eingesetzte Chemikalien und Reagenzien 
Reagenz Hersteller Standort 
Acetanilid Acros Thermo Fischer Geel, Belgien 
Bariumchlorid Fluka Steinheim, Deutschland 
Calciumchlorid Merck Darmstadt, Deutschland 
Essigsäure 96% Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Kupferchlorid Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Magnesiumchlorid Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Manganchlorid Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Mesityloxid Fluka Steinheim, Deutschland 
Natriumacetat Grüssing GmbH Analytika Filsum, Deutschland 
Natriumhydroxid Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Nickelchlorid Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Salzsäure 37% Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Silikonöl AP 1000 Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Tris Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
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Destilliertes Wasser, das für alle Experimente verwendet wurde, wurde von 
dem System water purification system arium pro UF/VF vor der Firma Satorius 
Weighing Technology GmbH (Göttingen, Deutschland) vorbereitet. Die 
Rotilabos-Spritzenfilter wurden von der Firma Carl Roth (Karlsruhe, 
Deutschland) bezogen.     
11.2 Methoden 
11.2.1 Pufferlösungen  
Bis auf Untersuchungen, die mit Protamin durchgeführt wurden, ist Tris-Puffer 
für alle anderen Untersuchungen verwendet worden.  
Protamin-Untersuchengen wurden mit einem Acetat-Puffer mit einer 
Konzentration von 50 mM und einem pH-Wert von 4,0 durchgeführt. Zur 
Herstellung von Acetat-Puffer wurden 561,0 mg Natriumacetat und 2,4 ml 
Essigsäure 96 % in einen 1,0 Liter Messkolben gegeben und mit destilliertem 
Wasser auf 1000,0 ml aufgefüllt.  
Der Tris-Puffer wurde in einer Konzentration von 20 mM mit einem pH-Wert von 
7,4 eingesetzt. Zur Herstellung von Tris-Puffer wurden 4,85 g Tris als Substanz 
in ein Becherglas eingewogen, in 200 ml destilliertem Wasser gelöst und mit 
konzentrierter Salzsäure (37 %) auf pH 7,4 gebracht. Anschließend wurde das 
Ganze in einen 2,0 Liter Messkolben überführt und mit destilliertem Wasser auf 
2000,0 ml aufgefüllt.           
11.2.2 EOF-Markerlösungen 
Es wurden zwei Substanzen als EOF-Marker eingesetzt. Für die Protamin-
Untersuchungen wurde Mesityloxid als EOF-Marker verwendet, für alle anderen 
Untersuchungen Acetanilid. 
Zur Herstellung von 0,5 % Mesityloxid-Lösung wurden 50 μl flüssige Mesityloxid 
mit dem Acetat-Puffer auf 10,0 ml aufgefüllt. Diese Mesityloxid-Stammlösung 
wurde dann zur Protamin-Lösung gegeben, so dass Mesityloxid eine 
Endkonzentration von 0,25 % in der Protamin-Lösung erreichte. 
30,0 mg Acetanilid wurden in einen Messkolben eingewogen und mit dem Tris-
puffer auf 100,0 ml aufgefüllt, so dass eine Acetanilid-Stammlösung in einer 
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Konzentration von 300 μg/ml hergestellt wurde. Die Endkonzentration von 
Acetanilid in der Probelösung betrug 100 μg/ml. 
11.2.3 Probenlösungen 
Die Proteine und die toxischen Urinsubstanzen, die als zu untersuchenden 
Proben verwendet wurden sind in der Tabelle 11-2 dargestellt. 
11-2 Eingesetzte Proben 
Probe Hersteller Standort 
β-Lactoglobulin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
BSA Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
ERK1-Peptid DKFZ Heidelberg, Deutschland 
HSA Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
N7-Methylguanosin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Myoglobin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Ovalbumin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
Protamin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
P-Selektin (Fc Tag) R&D Systems GmbH Wiesbaden, Deutschland 
Vitronectin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
 
Die Probelösungen wurden in einer Konzentration von 1mg/ml mit dem 
jeweiligen Puffer hergestellt. Ein bestimmtes Volumen von der Acetanilid-
Stammlösung wurde zu den Probelösungen gegeben, so dass Acetanilid eine 
Endkonzentration von 100 μg/ml erreichte.    
11.2.4 Ligandenlösungen 
Die Heparinoide und die toxischen Urinsubstanzen, die als Ligand verwendet 
wurden sind in der Tabelle 11-3 dargestellt. 
11-3 Eingesetzte Heparinoide und toxische Urinsubstanz als Ligand 
Probe Hersteller Standort 
Enoxaparin-Natrium CC Pharma GmbH Densborn, Deutschland 
Heparin (unfraktioniert) B.Braun Melsungen AG Melsungen, Deutschland 
N6-Methyladenosin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
N7-Methylguanosin Sigma-Aldrich Steinheim, Deutschland 
PPS (Charge G3) bene pharmaChem Geretsried, Deutschland 
 
Die Liganden wurden zuerst in der Konzentration von 2 g/l als Stammlösung in 
der Pufferlösung hergestellt. Anschließend wurden daraus die verschiedenen 
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Verdünnungen ebenfalls in der verwendeten Pufferlösung hergestellt. Die 
Herstellung von Stammlösungen ist in der Tabelle 11-4 zusammengefasst.  
11-4 Herstellung verschiedener Liganden in einer Konzentration von 2 g/l 
Substanz Entnommene Menge Endvolumen 
Enoxaparin-Natrium 100 mg/ml 0,20 ml 10 ml 
Heparin 25000 I.E. 0,40 ml 10 ml 
N6-Methyladenosin 0,02 g 10 ml 
N7-Methylguanosin 0,02 g 10 ml 
PPS 0,02 g 10 ml 
 
11.3 Trennbedingungen und Spülprotokolle 
11.3.1 Extrazellulär signalregulierte Kinase (ERK)  
Es wurden drei synthetisch hergestellte ERK1-Peptide untersucht. Die ERK1-
Peptide wurden von der Arbeitsgruppe „Molekulare Strukturanalyse“ unter der 
Leitung von Prof. Dr. Wolf Dieter Lehmann vom Deutschen 
Krebsforschungszentrum (DKFZ) Heidelberg zur Verfügung gestellt. Die 
Aminosäuresequenz der Peptide ist in der Tabelle 11-5 dargestellt.  
11-5 Aminosäuresequenz der ERK1-Peptide; „p“ deutet auf die Phosphorylierung hin 
Unphosphoryliert Monophosphoryliert Diphosphoryliertes 
I I I 
A A A 
D D D 
P P P 
E E E 
H H H 
D D D 
H H H 
T T T 
G G G 
F F F 
L L L 
T T-p T-p 
E E E 
Y Y Y-p 
V V V 
A A A 
T T T 
R R R 
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Die affinitätskapillarelektrophoretische Methode zur Untersuchung von ERK1-
Peptiden ist in der Tabelle 11-6 dargestellt. 
11-6 Verwendete Methode zur Untersuchung von ERK1-Peptiden 
Spülschritt                           Reagenz                      Zeit [min]      Druck [mbar]
Vor jeder                   0,1 M NaOH+ 0,1 M EDTA             2,5                2500 
Trennung                             
                                                H2O                                    1                  2500 
                                             Tris-Puffer                            1,5                2500
Nach                                       
24 Messungen          0,1 M NaOH+ 0,1 M EDTA             10                  1000 
                                                H2O                                    5                   1000 
                                             Tris-Puffer                            30                  2500
                                               Trennbedingungen
Probeninjektion                 Hydrodynamisch bei 50 mbar 
Trennspannung                                     10 kV 
Detektionswellenlänge                          214 nm 
 
Zuerst wurde die Kapillare mit 0,1 M Natronlauge + 0,1 M Natrium-EDTA 
durchgespült. Durch die Zugabe von EDTA zu Natronlauge konnte zum großen 
Teil sichergestellt werden, dass Metallionen, die noch an der Kapillarinnenwand 
anhaften durch die Komplexbildung mit EDTA von der Wand abgetrennt und 
abgespült werden. Die Peptid-Probe wurde für 4,8 Sekunden in die Kapillare 
injiziert, und um präzisere Ergebnisse zu bekommen, wurde gleich danach Tris-
Puffer für 2,4 Sekunden nachinjiziert. Die Liganden wurden bei 2500 mbar für 
1,5 Minuten in die Kapillare injiziert. Die elektrophoretische Trennung fand für 8 
Minuten statt.  
Es wurden 6 Messungen ohne, und 6 Messungen mit dem jeweiligen Metallion 
als Ligand durchgeführt. Nach jedem Metallion (24 Messungen) wurde die 
Kapillare gründlich durchgespült (siehe Tabelle 11-6). Die verwendeten 
Metallionen wurden in 2 verschiedenen Konzentrationen, nämlich 250 μM und 
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500 μM eingesetzt. Tabelle 11-7 stellt die Herstellung der Stammlösung der 
eingesetzten Metallionen dar. Die Stammlösungen wurden mit dem Tris-Puffer 
zu den jeweiligen Endkonzentrationen weiterverdünnt.  
11-7 Eingesetzte Metallionen und die Herstellung der Stammlösungen davon 
Metallsalz Konzentration Einwaage Endvolumen 
BaCl2 5 mM 26,03 mg 25,0 ml 
CaCl2.2H2O 5 mM 18,38 mg 25,0 ml 
CuCl2 5 mM 16,81 mg 25,0 ml 
MgCl2 5 mM 11,90 mg 25,0 ml 
MnCl2 5 mM 15,73 mg 25,0 ml 
NiCl2 5 mM 16,20 mg 25,0 ml 
     
11.3.2 Protamin  
Die Untersuchungen von Protamin wurden in beschichteten LPA-Kapillaren mit 
Acetat-Puffer durchgeführt (siehe Abschnitt 11.1.2 und 11.2.1). Die verwendete 
affinitätskapillarelektrophoretische Methode setzte sich aus folgenden Schritten 
zusammen. 
Zuerst wurde die LPA-Kapillare mit 1 M Salzsäure für 2 Minuten bei 1200 mbar 
durchgespült. Daraufhin erfolgte die Spülung der LPA-Kapillare mit dem 
destillierten Wasser bei demselben Druck ebenfalls für 2 Minuten. Danach 
wurde die LPA-Kapillare mit dem Acetat-Puffer bei 1000 mbar für 5 Minuten 
gespült. Die Injektion der Protamin-Probe erfolgte hydrodynamisch bei 40 mbar 
für 12 Sekunden. Die Liganden wurden bei 1000 mbar für 2 Minuten in die 
Kapillare injiziert und die elektrophoretische Trennung fand bei 25 kV für 20 
Minuten statt. Nach alle 10 Messungen wurde die Kapillare mit 2 M Salzsäure 
für 5 Minuten gespült, daraufhin mit dem destillierten Wasser ebenfalls für 5 
Minuten, und am Schluss für 30 Minuten mit dem Acetat-Puffer durchgespült. 
Alle diese Spülschritte erfolgten bei 1200 mbar.         
11.3.3 BSA, HSA, Standardproteinen und Vitronectin  
Die affinitätskapillarelektrophoretische Methode zur Untersuchung von BSA, 
HSA, Standardproteine und Vitronectin ist in der Tabelle 11-8 dargestellt. 
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11-8 Verwendete Methode zur Untersuchung von BSA, HSA, Standardproteine und Vitronectin 
Spülschritt                           Reagenz                      Zeit [min]      Druck [mbar]
Vor jeder                              0,1 M NaOH                        2,5                 2500 
Trennung                           
                                                H2O                                    1                  2500 
                                            Tris-Puffer                            1,5                 2500
Nach                                     
12 Messungen                     0,1 M NaOH                          5                   1000 
                                                H2O                                   10                  1000 
                                             Tris-Puffer                            30                  2500
                                                Trennbedingungen
Probeninjektion                  Hydrodynamisch bei 50 mbar 
Trennspannung                                       15 kV 
Detektionswellenlänge                  195 nm und 214 nm  
 
Die Protein-Proben wurden für 6 Sekunden in die Kapillare injiziert, und um 
präzisere Ergebnisse zu bekommen wurde gleich danach Tris-Puffer für 2,4 
Sekunden nachinjiziert. Die Liganden wurden bei 2500 mbar für 1,5 Minuten in 
die Kapillare injiziert. Die elektrophoretische Trennung fand für 5-10 Minuten 
statt.  
Es wurden 6 Messungen ohne, und 6 Messungen mit dem jeweiligen 
Heparinoid als Ligand durchgeführt. Nach jeder Heparinoid-Konzentration (12 
Messungen) wurde die Kapillare gründlich durchgespült (siehe Tabelle 11-8). 
Die verwendeten Heparinoide wurden in verschiedenen Konzentrationen 
eingesetzt (siehe Abschnitte 5 und 6). Die Herstellung der Stammlösung der 
eingesetzten Heparinoide ist in der Tabelle 11-4 dargestellt. Die 
Stammlösungen wurden mit dem Tris-Puffer zu den jeweiligen 
Endkonzentrationen weiterverdünnt. 
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11.3.4 Eignungstest der kleinen Probenvolumina 
Da die Mikrovials (Probevials) des Kapillarelektrophoresegerätes, mit dem die 
Messungen durchgeführt wurden (siehe Abschnitt 11.1.1) ein gewisses 
Totvolumen von 10 μl aufweisen, wurde zum Befüllen dieses Totvolumens ein 
bestimmtes Silikonöl (AP 1000, Viskosität ~ 1000 mPa.s, Dichte ~ 1,09 g/ml) 
verwendet. Die Vorteile des Arbeitens mit den kleinen Probenvolumina sind im 
Abschnitt 7 ausführlich diskutiert.  
Abbildung 11-1 zeigt das Befüllen eines Mikrovials, wozu eine 10 ml 
Einmalspritze und eine Kanüle (Sterican®, Ø 1,10 x 50 mm, 19 G x 2“) 
verwendet wurden. Auf das Silikonöl wurde die Probelösung gegeben, wodurch 
der Probeneinsatz auf mindestens die Hälfte reduziert wurde. Das Kapillarende 
tauchte somit nur in die Probelösung ein (siehe Abbildung 11-2). 
 
Abbildung 11-1 Befüllen eines Probenvials mit Hilfe von einer Einmalspritze und einer Kanüle. 
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Abbildung 11-2 Schematische Darstellung eines Probenvials (links), und ein Probenvial mit 
Zentimetermaßstab (rechts). Das Kapillarende taucht nur in die Probelösung ein.  
Die kapillarelektrophoretische Methode, die zum Eignungstest mittels 
Standardproteinen eingesetzt wurde, ist in der Tabelle 11-9 dargestellt.  
11-9 Verwendete Methode zum Eignungstest der kleinen Probenvolumina  
Spülschritt                           Reagenz                      Zeit [min]      Druck [mbar]
Vor jeder                              0,1 M NaOH                        2,5                 2500 
Trennung                             
                                                H2O                                   1                   2500 
                                            Tris-Puffer                            1,5                 2500
Nach                                     
12 Messungen                    0,1 M NaOH                          10                  1000 
                                                H2O                                    5                   1000 
                                             Tris-Puffer                            30                  2500
                                               Trennbedingungen
Probeninjektion                       Hydrodynamisch bei 50 mbar 
Trennspannung                                     15 kV 
Detektionswellenlänge                          214 nm 
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Die Protein-Proben wurden für 6 Sekunden in die Kapillare injiziert, und um 
präzisere Ergebnisse zu bekommen, wurde gleich danach Tris-Puffer für 2,4 
Sekunden nachinjiziert. Die Liganden wurden bei 2500 mbar für 1,5 Minuten in 
die Kapillare injiziert. Die elektrophoretische Trennung fand für 10-15 Minuten 
statt.  
Es wurden 6 Messungen ohne, und 6 Messungen mit dem jeweiligen 
Heparinoid als Ligand durchgeführt. Nach jeder Heparinoid-Konzentration (12 
Messungen) wurde die Kapillare gründlich durchgespült (siehe Tabelle 11-9). 
Die verwendeten Heparinoide wurden in der Konzentration von 20 mg/l 
eingesetzt (siehe Abschnitt 7). Die Herstellung der Stammlösung der 
eingesetzten Heparinoide ist in der Tabelle 11-4 dargestellt. Die 
Stammlösungen wurden mit dem Tris-Puffer zu der Endkonzentration 
weiterverdünnt.  
Alle Messungen wurden in Ab- und Anwesenheit von Silikonöl durchgeführt und 
die Ergebnisse wurden miteinander verglichen (siehe Abschnitt 7).  
11.3.5 P-Selektin  
Zur affinitätskapillarelektrophoretischen Untersuchung von P-Selektin wurden 
LPA-Kapillaren eingesetzt (siehe Abschnitt 11.1.2). Die verwendete Methode 
zur Affinitätsuntersuchung von P-Selektin mit den Heparinoiden ist in der 
Tabelle 11-10 zusammengefasst. Die neuen LPA-Kapillaren wurden vor der 
ersten Anwendung mit dem Tris-Puffer bei 2500 mbar für 30 Minuten 
durchgespült und direkt danach für die Messungen verwendet.   
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11-10 Verwendete Methode zur Untersuchung von P-Selektin 
 
Die P-Selektin-Proben wurden für 3,6 Sekunden in die Kapillare injiziert, und 
um präzisere Ergebnisse zu bekommen, wurde gleich danach Tris-Puffer für 2,4 
Sekunden nachinjiziert. Die Liganden wurden bei 2500 mbar für 6 Minuten in 
die Kapillare injiziert. Die elektrophoretische Trennung fand für 20 Minuten statt.  
Es wurden 6 Messungen ohne, und 6 Messungen mit dem jeweiligen 
Heparinoid als Ligand durchgeführt. Nach jeder Heparinoid-Konzentration (12 
Messungen) wurde die Kapillare gründlich durchgespült (siehe Tabelle 11-10). 
Die verwendeten Heparinoide wurden in verschiedenen Konzentrationen 
eingesetzt (siehe Abschnitt 8). Die Herstellung der Stammlösung der 
eingesetzten Heparinoide ist in der Tabelle 11-4 dargestellt. Die 
Stammlösungen wurden mit dem Tris-Puffer zu den jeweiligen 
Endkonzentrationen weiterverdünnt. 
 
 
 
Spülschritt                           Reagenz                      Zeit [min]      Druck [mbar]
Vor jeder                              1 M HCl                                2                   1200 
Trennung                             
                                                H2O                                   2                   2500 
                                            Tris-Puffer                             6                   2500
Nach                                     
12 Messungen                      1 M HCl                               5                   1200 
                                                H2O                                   5                   2500 
                                             Tris-Puffer                           30                  2500
                                               Trennbedingungen
Probeninjektion                       Hydrodynamisch bei 70 mbar 
Trennspannung                                     12 kV 
Detektionswellenlänge                          195 nm 
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11.3.6 Toxische Urinsubstanzen  
Die untersuchten toxischen Metaboliten von Nukleinsäuren sind 
folgendermaßen vermessen worden. 
N7-Methylguanosin wurde direkt als Probe vermessen, und N6-Methyladenosin 
wurde indirekt vermessen. Die indirekte Messung von N6-Methyladenosin 
wurde mit Hilfe von HSA als Hilfsprotein durchgeführt. Dazu wurde einerseits 
N6-Methyladenosin in HSA für 12 Stunden inkubiert und anschließend die 
Wechselwirkungen von HSA + N6-Methyladenosin mit den Heparinoiden 
gemessen, andererseits wurde N6-Methyladenosin in die jeweiligen Heparinoid-
Lösung gegeben, ebenfalls für 12 Stunden inkubiert und anschließend die 
Wechselwirkungen von N6-Methyladenosin + Heparinoid mit HSA gemessen. 
Die chemischen Strukturen der toxischen Metabolite und die Vorbereitung der 
Proben sind in Abbildung 11-3 schematisch dargestellt.  
 
Abbildung 11-3 Chemische Struktur und die Vorbereitung der Proben von N7-Methylguanosin (links) und 
N6-Methyladenosin (rechts).  
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Die verwendete affinitätskapillarelektrophoretische Methode zur Untersuchung 
von den toxischen Metaboliten im Urin ist in der Tabelle 11-11 dargestellt. 
11-11 Verwendete Methode zur Untersuchung von toxischen Metaboliten 
 
Die Proben wurden für 6 Sekunden in die Kapillare injiziert, und um präzisere 
Ergebnisse zu bekommen, wurde gleich danach Tris-Puffer für 2,4 Sekunden 
nachinjiziert. Die Liganden wurden bei 2500 mbar für 1,5 Minuten in die 
Kapillare injiziert. Die elektrophoretische Trennung fand für 5 Minuten statt.  
Es wurden 6 Messungen ohne, und 6 Messungen mit dem jeweiligen 
Heparinoid bzw. Heparinoid-Metabolit-Mischung als Ligand durchgeführt. Nach 
jeder Heparinoid-Konzentration (12 Messungen) wurde die Kapillare gründlich 
durchgespült (siehe Tabelle 11-11). Die verwendeten Liganden wurden in 
verschiedenen Konzentrationen eingesetzt (siehe Abschnitt 9). Die Herstellung 
der Stammlösung der eingesetzten Heparinoide und Metabolit-Substanzen ist in 
der Tabelle 11-4 dargestellt. Die Stammlösungen wurden mit dem Tris-Puffer zu 
den jeweiligen Endkonzentrationen weiterverdünnt. 
 
Spülschritt                           Reagenz                      Zeit [min]      Druck [mbar]
Vor jeder                              0,1 M NaOH                        2,5                 2500 
Trennung                             
                                                H2O                                    1                  2500 
                                            Tris-Puffer                            1,5                 2500
Nach                                     
12 Messungen                    0,1 M NaOH                          10                  1000 
                                                H2O                                    5                   1000 
                                             Tris-Puffer                            30                  2500
                                               Trennbedingungen
Probeninjektion                       Hydrodynamisch bei 50 mbar 
Trennspannung                                     15 kV 
Detektionswellenlänge                          195 nm 
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